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RESUMO 

 

A candidemia é uma das principais causas de infecções fúngicas invasivas (IFI) no âmbito 

hospitalar. Além disso, é considerada uma infecção emergente drasticamente representada pela 

sua elevada morbi-mortalidade. Candida albicans é o principal patógeno identificado, com 

mortalidade de até 50% em pacientes imunocomprometidos. A virulência de C. albicans está 

diretamente associada as IFI, dada sua capacidade de formar biofilmes em dispositivos médicos 

invasivos (cateteres e sondas) e produzir células persistentes (CP). São apontados diversos 

fatores de risco para o surgimento das candidemias, dentre eles podemos destacar a exposição 

prolongada aos antibacterianos de amplo espectro. A disbiose induzida pelo uso de antibióticos 

é conhecida como o principal motivo para o surgimento das candidemias oportunistas. Tais 

perturbações alteram o microbioma e a integridade da barreira mucosa, favorecendo a 

colonização e disseminação por Candida spp. Estudos prévios evidenciaram que os antibióticos 

também podem estimular diretamente o crescimento e a virulência de patógenos fúngicos. 

Diante do exposto, este estudo objetivou avaliar a influência dos antibacterianos (ATB) 

comumente usados no ambiente hospitalar sobre a formação dos biofilmes e produção de CP 

de C. albicans isoladas de fungemia. Para tanto, foram avaliadas seis cepas de C. albicans 

isoladas de fungemia. Os ATB amoxicilina (AMX), cefepime (CEF), vancomicina (VAN), 

amicacina (AMK), gentamicina (GEN) e ciprofloxacina (CIP) foram testados nas 

concentrações de pico plasmático (PP) de cada droga. Além disso, visando proporcionar um 

ambiente de disbiose ocasionado pelo uso de ATB, foi preparado um lisado celular de 

Escherichia coli (LCE). Para obtenção do LCE, a cepa de E. coli ATCC 25922 foi tratada com 

CEF na concentração de PP e filtrada com membrana 0,22µm. Para etapa inicial, foi avaliado 

o perfil de sensibilidade dos isolados clínicos de C. albicans frente ao fluconazol (FLC), 

itraconazol, voriconazol, caspofungina (CAS) e anfotericina B (AMB), segundo a metodologia 

descrita pelo CLSI, 2008. Posteriormente, iniciou-se os testes em biofilmes. Os isolados 

clínicos foram avaliados quanto à sua capacidade de formarção de biofilmes em: fraco, médio 

e fortes produtores. Em seguida, os biofilmes formados em meio suplementado com AMX, 

CEF, VAN ou LCE foram analisados quanto a viabilidade metabólica (MTT), biomassa, 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microscopia confocal (CLSM). Também foi 

avaliada a tolerância dos biofilmes expostos a AMX, CEF, VAN e LCE frente aos antifúngicos 

FLZ, CAS e AMB por meio de MTT, cristal violeta (CV) e CLSM. Na segunda etapa do estudo, 

foi investigado o efeito dos ATB na produção de CP. Para a obtenção das CP, os biofilmes de 

C. albicans foram formados meio livre de ATB ou meio suplementado com AMX, CEF, VAN, 

AMK, GEN ou CIP na concentração de PP. As CP recuperadas dos biofilmes foram avaliadas 

quanto ao número de unidades formadora de colônia (UFC/mL), sensibilidade à AMB e 

características morfológicas por CLSM. Os resultados obtidos para a sensibilidade planctônica, 

evidenciaram que todas as cepas de C. albicans foram sensíveis aos antifúngicos testados. Os 

isolados foram classificados como forte produtores de biofilme, e os biofilmes formados com 

AMX, CEF, VAN e LCE elevaram em até 70% sua atividade metabólica e até 48% sua 

biomassa. Além disso, os biofilmes formados com AMX, CEF, VAN e LCE, se mostraram 

mais tolerantes ao FLC e CAS, apresentando um aumento de até 50% na atividade metabólica 

e biomassa, quando comparados aos biofilmes formados apenas com meio de cultivo. 

Entretanto, não foram observados resultados significativos para AMB. Os resultados obtidos 

na segunda etapa, evidenciaram que todos os isolados testados foram capazes de formar CP. 

Além disso, os biofilmes formados com AMX, CEF, VAN, GEN ou CIP, elevaram o número 

de CP em até 8x quando comparados ao controle. Entretanto, não foram observados resultados 

significativos para AMK. A sensibilidade de CP frente à AMB demonstrou que as células 
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isoladas são variantes fenotípicas do tipo selvagem, não mutantes. A partir dos resultados 

obtidos, infere-se que os biofilmes de C. albicans formados com AMX, CEF e VAN podem 

produzir um biofilme mais robusto, com maior tolerância ao FLC e CAS. Esses resultados 

podem ter grande repercussão na prática médica, uma vez que a CAS é considerada a primeira 

opção terapêutica no tratamento das IFI por Candida spp. Além disso, infere-se que AMX, 

CEF, VAN, GEN e CIP são capazes de estimular a produção de CP em biofilmes de C. albicans. 

Esses resultados sugerem que os pacientes em uso de antibioticoterapia prolongada estão mais 

suscetíveis as IFI devido ao estímulo na produção de biofilme e CP, o que dificulta o tratamento 

e favorece a recidiva das doenças. 

Palavras-chaves: Candida spp.; candidemia; virulência; candidíase invasiva; células 

dormentes; antibióticos 
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ABSTRACT 

Candidemia is one of the main causes of invasive fungal infections (IFI) in hospitals. 

Furthermore, it is considered an emerging infection drastically represented by its high morbidity 

and mortality. Candida albicans is the main identified pathogen, with mortality rates of up to 

90% in immunocompromised patients. The virulence of C. albicans is directly associated with 

IFI, given its ability to form biofilms on invasive medical devices (catheters and probes) and 

produce persistent cells (PC). Several risk factors for the emergence of candidemias are 

highlighted, among which we can highlight prolonged exposure to broad-spectrum 

antibacterials. Dysbiosis induced by the use of antibiotics is known as the main reason for the 

emergence of opportunistic candidemias. Such disturbances alter the microbiome and the 

integrity of the mucosal barrier, favoring colonization and dissemination by Candida spp. 

Previous studies have shown that antibiotics can also directly stimulate the growth and 

virulence of fungal pathogens. Given the above, this study aimed to evaluate the influence of 

antibacterial drugs (ATB) commonly used in the hospital environment on the formation of 

biofilms and PC production of C. albicans isolated from fungemia. To this end, six strains of 

C. albicans isolated from fungemia were evaluated. The ATBs amoxicillin (AMX), cefepime 

(CEF), vancomycin (VAN), amikacin (AMK), gentamicin (GEN) and ciprofloxacin (CIP) were 

tested at peak plasma concentrations (PP) of each drug. Furthermore, aiming to provide an 

environment of dysbiosis caused by the use of ATB, an Escherichia coli cell lysate (LCE) was 

prepared. To obtain the LCE, the E. coli ATCC 25922 strain was treated with CEF at a 

concentration of PP and filtered with a 0.22µm membrane. For the initial stage, the sensitivity 

profile of clinical isolates of C. albicans was evaluated against fluconazole (FLC), itraconazole, 

voriconazole, caspofungin (CAS) and amphotericin B (AMB), according to the methodology 

described by CLSI. Subsequently, tests on biofilms began. Clinical isolates were evaluated for 

their ability to form biofilms in: weak, medium and strong producers. Then, the biofilms formed 

in medium supplemented with AMX, CEF, VAN or LCE were analyzed for metabolic viability 

(MTT), biomass, scanning electron microscopy (SEM) and confocal microscopy (CLSM). The 

tolerance of biofilms exposed to AMX, CEF, VAN and LCE against the antifungals FLZ, CAS 

and AMB was also evaluated using MTT, violet Crystal (CV) and CLSM. In the second stage 

of the study, the effect of ATB on PC production was investigated. To obtain PC, C. albicans 

biofilms were formed in ATB-free medium or medium supplemented with AMX, CEF, VAN, 

AMK, GEN or CIP at the concentration of PP. PC recovered from biofilms were evaluated for 

the number of colony-forming units (CFU/mL), sensitivity to AMB and morphological 

characteristics by CLSM, 2008. The results obtained for planktonic sensitivity showed that all 

strains of C. albicans were sensitive to the antifungals tested. The isolates were classified as 

strong biofilm producers, and the biofilms formed with AMX, CEF, VAN and LCE increased 

their metabolic activity by up to 70% and their biomass by up to 48%. Furthermore, biofilms 

formed with AMX, CEF, VAN and LCE were more tolerant to FLC and CAS, showing an 

increase of up to 50% in metabolic activity and biomass, when compared to biofilms formed 

only with culture medium. However, no significant results were observed for AMB. The results 

obtained in the second stage showed that all tested isolates were capable of forming PC. 

Furthermore, biofilms formed with AMX, CEF, VAN, GEN or CIP increased the number of 

PC by up to 8x when compared to the control. However, no significant results were observed 

for AMK. The sensitivity of PC to AMB demonstrated that the isolated cells are phenotypic 

variants of the wild type, not mutants. From the results obtained, it is inferred that C. albicans 

biofilms formed with AMX, CEF and VAN can produce a more robust biofilm, with greater 

tolerance to FLC and CAS. These results could have great repercussions on medical practice, 
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since CAS is considered the first therapeutic option in the treatment of IFI caused by Candida 

spp. Furthermore, it is inferred that AMX, CEF, VAN, GEN and CIP are capable of stimulating 

PC production in C. albicans biofilms. These results suggest that patients using prolonged 

antibiotic therapy are more susceptible to IFI due to the stimulation of biofilm and PC 

production, which makes treatment difficult and favors disease recurrence. 

 

Keywords: Candida spp.; candidemia; virulence; invasive candidiasis; dormant cells; 

antibiotics 
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1. INTRODUÇÃO 

As infecções fúngicas invasivas (IFIs) são consideradas um grande problema de 

saúde mundial, apresentando elevado risco de morbidade e mortalidade em pacientes 

imunocomprometidos (REVIE et al., 2018; MARIETTE et al., 2017; BADIEE P, 

HASHEMIZADEH, 2014).  As candidemias constituem as IFIs mais prevalentes em todo 

o mundo (WEBB et al., 2018; TAGLIAFERRI e MENICHETTI, 2015; FOURNIER et al., 

2011). Das espécies fúngicas associadas às infecções sistêmicas em seres humanos, 

inquestionavelmente, C. albicans é o principal agente etiológico, sendo considerada a 

quarta espécie mais isolada em hemoculturas nos Estados Unidos (MCCARTY et al., 2021; 

PFALLER et al., 2019; MEDEIROS et al., 2019; KAUR E CHAKRABARTI, 2017; 

WANG, XU, HSUEH, 2016; PFALLER, 2007).  

A candidemia está diretamente associada aos fatores de virulência produzidos 

pelas espécies de Candida, dentre eles podemos destacar a capacidade de formar biofilmes 

em dispositivos médicos implantados, como cateteres e sondas (LOHSE et al. 2018; NETT, 

2016; NOBILE e JOHNSON, 2015). Os biofilmes são comunidades microbianas aderidas 

irreversivelmente a uma superfície, inerte ou tecido, incorporadas por uma matriz 

extracelular que fornece proteção frente a agentes externos (PEREIRA et al., 2021; 

CAVALEIRO e TEIXEIRA, 2018; LOHSE et al. 2018; WALL et al., 2019). Essas 

comunidades têm sido associadas a falhas na terapia antifúngica, uma vez que podem 

suportar até 8x a concentração inibitória planctônica (CAVALEIRO e TEIXEIRA, 2018). 

A literatura descreve que essa resiliência ocorre na fase inicial de desenvolvimento dos 

biofilmes, aumentando sua atividade metabólica e tolerando elevadas concentrações de 

fármacos (ALEM et al. 2006). Cepas de Candida spp. podem formar biofilmes contendo 

células persistentes (CP) metabolicamente inativas, dificultando a erradicação dessas 

comunidades e aumentando a complexidade do manejo terapêutico de pacientes acometidos 

por esses microrganismos (KOVACS e MAJOROS, 2020; LA FLEUR et al., 2006). 

As CP são subpopulações presentes nos biofilmes, responsáveis por sobreviver 

em situações de estresse com baixa disponibilidade de nutrientes (FRAIHA et al., 2019; 

WUYTS, DIJCK e HOLTAPPELS, 2018). Além disso, surgem como um possível 

mecanismo adaptativo, permanecendo dormentes ao serem expostas aos antifúngicos que 

induzem ao acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS) (WUYTS, DIJCK e 

HOLTAPPELS, 2018). Ao interromper a exposição ao antifúngico, as CPs podem ser 
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reativadas, iniciando uma nova infecção em hospedeiro suscetível (DEL POZO, 2018; 

SILVA et al., 2017; POLKE, HUBE, JACOBSEN, 2015; AL-DHAHERI e DOUGLAS, 

2008; LA FLEUR et al., 2006). Acredita-se, portanto, que as CPs podem contribuir para a 

patogênese de diversas infecções, requerendo tratamento prolongado e apresentado elevado 

risco para pacientes com imunocomprometimento (WUYTS, DIJCK e HOLTAPPELS, 

2018; BOJSEN, REGENBERG e FOLKESSON, 2017; COHEN, LOBRITZ e COLLINS, 

2013). 

As candidemias afetam aproximadamente 750 mil pessoas anualmente, com taxa 

de mortalidade de 40 a 50% (BONGOMIN et al., 2017). São apontados diversos fatores de 

risco para o surgimento das candidemias: neutropenia, uso de corticosteroides, diálise, 

nutrição parenteral, uso de cateteres venosos centrais, ruptura da barreira gastrointestinal 

induzida por quimioterapia ou cirurgia abdominal, internações prolongadas em UTI e 

exposição a agentes antibacterianos de amplo espectro (LOPES e LIONAKIS, 2022; 

THOMAS-RUDDEL et al., 2021; SANGUINETTI et al., 2019; PAPPAS et al., 2018; 

LOHSE et al., 2018). A disbiose induzida pelo uso de antibióticos é conhecida como o 

principal motivo para o surgimento das candidemias oportunistas. Tais perturbações 

alteram o microbioma e a integridade da barreira epitelial das mucosas, favorecendo o 

crescimento, colonização e propagação por Candida spp. (TAN et al., 2021; ZHAI et al., 

2020; MCCARTY e PAPPAS, 2016; VAUTIER et al., 2015; BASSETTI et al., 2010). 

Todavia, estudos conduzidos pelo nosso grupo mostraram que os antibacterianos 

também podem estimular diretamente o crescimento e a virulência de patógenos fúngicos 

(CORDEIRO et al., 2021a; CORDEIRO et al., 2021b; CORDEIRO et al., 2019; 

CORDEIRO et al., 2018), o que poderia ter repercussões durante o processo infeccioso. 

Nesse contexto, investigou-se a influência dos antibacterianos comumente usados no 

tratamento e/ou prevenção de infecções no ambiente hospitalar sobre a formação dos 

biofilmes e produção de células persistentes de C. albicans isoladas de fungemia. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. INFECÇÕES FÚNGICAS INVASIVAS (IFI) 

As infecções fúngicas invasivas (IFIs) têm emergido nas últimas décadas como 

um importante causador de enfermidades em humanos. As IFIs são geralmente distinguidas 

com base no envolvimento de sangue e outros locais estéreis do corpo ou por invasão nos 

tecidos e órgãos. Além disso, é referida como uma infecção fúngica grave, profunda e 

sistêmica (WEEB et al., 2018; PFALLER e DIEKEMA, 2010; HOBSON, 2003). Embora 

as micoses superficiais sejam responsáveis por grande parte da prevalência global de 

infecção fúngica, as IFIs são consideradas importantes problemas de saúde mundial, sendo 

relacionadas a índices de mortalidade de até 90% em pacientes imunocomprometidos 

(WEEB et al., 2018; MARIETTE et al., 2017; HAHN-AST et al., 2010). 

Estima-se que aproximadamente 1,9 milhões de pacientes desenvolvam uma IFI 

a cada ano (TERRERO-SALCEDO e POWERS-FLETCHER, 2020; BONGOMIN et al., 

2017). Ademais, além do custo humano dramaticamente representado pela elevada morbi-

mortalidade (RUHNKE et al., 2018), o manejo clínico-terapêutico das IFIs envolve custos 

elevados, com grandes repercussões econômicas. Somente nos Estados Unidos, uma análise 

realizada em 2017 estimou o custo médico total das hospitalizações por doenças fúngicas 

em 4,6 bilhões de dólares, aproximadamente 22,1 bilhões de reais. As infecções por 

Candida spp. foram as responsáveis pela maior parte das internações e custos totais, 

representando 26.735 hospitalizações e custo total de 1,4 bilhão de dólares (6,8 bilhões de 

reais) (TERRERO-SALCEDO e POWERS-FLETCHER, 2020; BENEDICT et al., 2019). 

Espécies de Candida, Aspergillus e Cryptococcus, são os principais isolados em 

IFIs, podendo ocasionar quadros graves com índices de mortalidade variando de 20 à 50%, 

apesar de potentes antifúngicos estarem disponíveis para o tratamento (PAPON, 

BOUGNOUX, D'ENFERT, 2020; ZILBERBERG et al., 2018; PAPPAS et al., 2018). Esses 

gêneros raramente ocasionam infecções graves em pacientes imunocompetentes, porém, 

em pacientes com sistema imunológico debilitado, são considerados oportunistas e 

responsáveis por ocasionar IFIs (PAPON, BOUGNOUX, D'ENFERT, 2020; VON 

LILIENFELD-TOAL et al., 2019). 

As infecções da corrente sanguínea ocasionadas por leveduras do gênero 

Candida (denominada como candidemia) são particularmente temidas em pacientes 
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imunocomprometidos, como por exemplo aqueles que estão em uso de quimioterapia ou 

transplantados. As espécies de Candida são amplamente distribuídas no ambiente, além de 

fazerem parte da microbiota humana. No entanto, é bem estabelecido que as alterações na 

microbiota, principalmente imunossupressão, prejudicam a integridade da barreira epitelial, 

favorecendo o crescimento e disseminação por Candida spp. (TAN et al., 2021; PAPON, 

BOUGNOUX, D'ENFERT, 2020; ZHAI et al., 2020; MCCARTY e PAPPAS, 2016; 

VAUTIER et al., 2015). 

A falha em diagnosticar adequadamente as IFIs aumentam o ônus econômico, 

contribui para as elevadas taxas de mortalidade, apresentam um efeito substancial sobre o 

uso de drogas antimicrobianas de amplo espectro e favorecem a resistência bacteriana. 

Portanto, há uma necessidade de melhorar o manejo relacionado aos testes diagnósticos e 

tratamento das IFIs, reduzindo o uso inadequado de antibacterianos, hospitalizações 

prolongadas e favorecendo o prognóstico dos pacientes (TERRERO-SALCEDO e 

POWERS-FLETCHER, 2020; DENNING et al., 2017; DENNING, 2015). 

 

2.2.CANDIDEMIA 

A candidíase é um termo abrangente que se refere a infecções causadas por 

espécies do gênero Candida, podendo acometer o tecido cutâneo, mucosas e órgãos. 

Entretanto, a candidíase invasiva refere-se a infecções de sítio profundos, como sangue 

(candidemia), abscesso intra-abdominal, peritonite (inflamação do peritônio, o tecido que 

reveste a parede interna do abdômen e órgãos abdominais) ou osteomielite (infecção dos 

ossos, com ou sem candidemia) (PAPPAS et al., 2018). A candidemia é uma das principais 

causas de IFIs associadas aos cuidados de saúde nos Estados Unidos (ROSSOW et al., 2020; 

MAGILL et al., 2018). Além disso, é considerada uma infecção emergente amplamente 

reconhecida como uma das principais causas de morbidade e mortalidade no ambiente de 

assistência à saúde (THOMAS-RUDDEL et al., 2022; PAPPAS et al., 2018; CLEVELAND 

et al., 2015; MAGILL et al., 2014). 

Pelo menos 15 diferentes espécies de Candida foram relatadas como causadoras 

de infecções invasivas em humanos (MEDEIROS et al., 2019; PAPPAS et al., 2018; 

PAPPAS et al., 2016; GUINEA, 2014; YAPAR, 2014; PFALLER e DIEKEMA, 2007). 

Embora C. albicans ainda permaneça como o principal agente de infecções fúngicas 
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hospitalares, as espécies de Candida não-Candida albicans, também são responsáveis pelo 

aumento da incidência de infecções invasivas (CORTEGIANI MISSERI, e 

CHOWDHARY, 2019; CORTEGIANI et al., 2018; CHOWDHARY; SHARMA e MEIS, 

2017). Entretanto, é importante relatar, que em certas partes do mundo, um organismo 

anteriormente raro, Candida auris, emergiu como um importante causador de infecções 

(PAPPAS et al., 2018; CHOWDHARY et al., 2017; LOCKHART et al., 2017).  

A levedura C. auris é um patógeno fúngico emergente e multirresistente que 

ocasionou surtos infecciosos em mais de 45 países, levando a taxas de mortalidade intra-

hospitalar de até 72% (CORTEGIANI et al., 2018). A principal razão pela qual C. auris 

tem estado em destaque, é a sua notória resistência antifúngica e consequentemente o 

surgimento de infecções crônicas de pior prognóstico (BANDARA e SAMARANAYAKE, 

2022). Devido sua rápida disseminação na última década, o Disease Control and Prevention 

(CDC), European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) e Public Health 

England lançaram em 2016 e 2017 um alerta clínico referente a ameaça global de C. auris 

pan-resistente (BANDARA e SAMARANAYAKE, 2022; PHE, 2017; CDC, 2016). 

As candidemias afetam aproximadamente 750 mil pessoas anualmente em todo 

o mundo, com taxa de mortalidade de 40 a 50% (TAN et al., 2021; BONGOMIN et al., 

2017). A colonização por Candida spp. é considerada um pré-requisito para o surgimento 

da infecção, tendo em vista que uma colonização aumentada em conjunto com uma falha 

no sistema imunológico do hospedeiro, favorece o crescimento, colonização e disseminação 

do microrganismo (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; PAPPAS et al., 2018). Além 

disso, são apontados diversos fatores de risco para o surgimento das candidemias: 

neutropenia, uso de corticosteroides, diálise, nutrição parenteral, uso de cateteres venosos 

centrais, ruptura da barreira gastrointestinal induzida por quimioterapia ou cirurgia 

abdominal, internações prolongadas em UTI e exposição a agentes antibacterianos de amplo 

espectro (LOPES e LIONAKIS, 2022; THOMAS-RUDDEL et al., 2022; LOHSE et al., 

2018; PAPPAS et al., 2018). 

Os principais desafios para o manejo da candidemia incluem a prevenção, 

diagnóstico precoce e início rápido na terapia antifúngica sistêmica. Devido à ausência de 

testes diagnósticos rápidos para candidíase invasiva, a maioria dos médicos contam com 

culturas fúngicas de rotina e evidências empíricas (por exemplo, febre inexplicada ou sepse 

em paciente na unidade de terapia intensiva (UTI) com exposição prévia a agentes 
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antibacterianos, uso de cateter venoso central e cirurgia abdominal recente) para estabelecer 

um diagnóstico. Essa abordagem pode levar ao uso desnecessário de antifúngicos em 

indivíduos sem candidíase invasiva e demora na intervenção com terapia antifúngica eficaz 

para aqueles que estão infectados. Esses atrasos no diagnóstico precoce e tratamento 

adequado, podem levar a resultados clínicos graves, com piora do prognóstico e aumento 

no índice de mortalidade (PAPPAS et al., 2018). 

 

2.3.O GÊNERO Candida 

O gênero Candida pertence ao filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, ordem 

Saccharomycetales e família Saccharomycetacea (LEVETIN et al., 2016; CHAY, 

DENNING e WARN, 2010). São leveduras ubíquas que podem ser isoladas do ambiente e 

da microbiota dos homens e animais (CORDEIRO et al., 2015; GOUBA e DRANCOURT, 

2015; VADKERTIOVÁ e SLÁVIKOVÁ, 2006). No homem, Candida spp. são 

encontrados como comensais da pele e dos tratos gastrointestinal, geniturinário e 

respiratório superior (D’ENFERT et al., 2021; SAFAVIEH et al., 2017; CAUCHIE et al., 

2017; KRAUSE et al., 2016; MERSEGUEL et al., 2015; UNDERHILL e ILIEV, 2014; 

PAPON et al., 2013). Entretanto, quando o sistema imunológico do hospedeiro está 

debilitado, essas leveduras podem passar do estado comensal para o estado parasitário, 

causando desde infecções cutâneas até infecções invasivas (MCCARTY, WHITE e 

PAPPAS, 2021; PAPPAS et al., 2018); SINGH; FATIMA e HAMEED, 2015). 

Foram catalogadas mais de 200 espécies de Candida, sendo que 

aproximadamente 30 destas espécies são mais frequentemente isoladas como causadoras de 

infecções em humanos (MERSEGUEL et al., 2015; BRANDT e LOCKHART, 2012). 

Dentre essas espécies, destacam-se C. albicans, Complexo C. parapsilosis, C. krusei, C. 

tropicalis e C. glabrata, responsáveis por cerca de 95% das infecções (PAPPAS et al., 2018; 

SAFAVIEH et al., 2017; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015; YAPAR, 2014). 

 

2.3.1. Aspectos históricos 

A história da candidíase (Figura 1) começou com o médico grego Hipócrates 

em meados do século V a.C., descrevendo a presença de estomatites (aftas), porém sem 

causa aparente. Na segunda metade do século XIX, os fungos foram negligenciados como 
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contaminantes sem relevância para a saúde. No entanto, em 1840 a busca pelo agente 

etiológico de placas esbranquiçadas na cavidade oral, muito comum em recém-nascidos, 

colocou as leveduras em evidência (LEDERMANN, 2017). Diante disso, Fredrik Theodor 

Berg, David Gruby e John Bennett publicaram simultaneamente seus trabalhos na Europa, 

todos confundindo o agente causador desconhecido com “esporos de plantas agindo como 

parasitas” (BARNETT, 2008; BENNET, 1844; GRUBY, 1842; BERG,1841). Entretanto, 

quatro décadas depois, o francês Audry, referiu-se, com razão, aos "cogumelos do sapinho" 

(LEDERMANN, 2017; AUDRY, 1887). 

 

Figura 1 – História da candidíase 

 

Fonte: Adaptado de LEDERMANN, 2017 e BARNETT, 2008. 

 

Em 1853, veio a descrição decisiva pelo médico francês Charles-Phillipe Robin, 

descrevendo de forma clara, extensa e precisa, a biologia do fungo e nomeando o agente 

causador como Oidium albicans. O nome é derivado do latim que significa “ovo branco e 

sem cor (fosco)” (BARNETT, 2008; OIDIUM, 1990; ROBIN, 1853). Outros estudiosos 

tentaram mover as espécies de albicans para o gênero Sacharomyces, até com relativo 

sucesso por um limitado período. Porém, em meados do século XX, a micologista holandesa 

Christine Marie Berkhout (1893-1936) apresentou sua tese de doutorado na Universidade 

de Utrecht (Países baixos da Europa) em 1923, descrevendo em detalhes o gênero que 
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chamou de Candida, do latim Candidus, que significa "branco brilhante". Diante disso, os 

isolados passaram a ter um nome latino iterativo de Candida albicans, que significa 

"branco-branco". Talvez, com um fino senso de humor, ela tenha combinado as palavras 

para reforçar o seu significado, porque "Candida" significa um branco brilhante e 

"albicans" um branco fosco, dizendo "Branco... mas não tão branco” (LEDERMANN, 

2017). 

 

2.3.2. Aspectos morfofisiológicos 

As espécies de Candida são leveduras pleomórficas que microscopicamente se 

apresentam na forma de blastoconídeos, pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras (Figura 2) 

(TALAPKO et al., 2021). Os blastoconídeos são células arredondadas ou ovais, medindo 

de 2 a 5 μm, que se dividem por brotamento ou fissão binária (TALAPKO et al., 2021; 

CHEN et al., 2020; WALKER e WHITE, 2017; JAYATILAKE, 2011; MOLERO et al., 

1998). Já as pseudo-hifas, representam a forma de crescimento entre leveduras e hifas, 

formando cadeias de brotamentos alongados, caracterizados pelas constrições em seus 

septos (KIM e SUDBERY, 2011). As hifas de C. albicans são mais delgadas que as pseudo-

hifas, formam-se a partir de um processo de invaginação e alongamento contínuo do tubo 

germinativo (BERMAN, 2006).  

 

Figura 2 – Aspectos morfológicos de Candida spp. (blastoconídeos, pseudo-hifas e hifas verdadeiras) 

 

Fonte: Adaptado de TALAPKO et al., 2021 e WIGHTMAN et al., 2004. 
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As hifas podem promover dano tecidual por ação mecânica, além de possuírem 

maior resistência à fagocitose (SILVA et al., 2012). Entretanto, o blastoconídeo apresenta 

maior facilidade para disseminação sistêmica. Essas mudanças morfológicas são 

estimuladas por sinais ambientais que se assemelham às condições de crescimento 

desfavoráveis ou presença de um ambiente hostil (LIM et al., 2012). Os principais fatores 

que favorecem o surgimento de hifas são: temperaturas elevadas, ausência de nutrientes, 

variações nas concentrações de CO2 e O2, e contato com as superfícies físicas. Porém, 

temperaturas baixas, pH ácido e concentrações elevadas de glicose, favorecem a forma de 

blastoconídeos (POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015). 

As colônias de C. albicans crescem em temperatura ambiente (25 a 30 ºC), 

atingindo a maturidade em até três dias (24 a 72 horas). Em meios de cultura sólido, seu 

crescimento é observado com textura glabrosa e relevo convexo, apresentando coloração 

branco-amarelado no verso e reverso (Imagem 3A) (SIDRIM e ROCHA, 2004). Nos meios 

de cultura contendo substratos cromogênicos específicos para Candida spp. (CHROM 

Candida®) é possível observar as colônias de C. albicans com coloração esverdeada 

(Imagem 3B), auxiliando com uma identificação presuntiva e triagem (MIMICA et al., 

2009; BOUCHARA et al., 1996). 

 

Figura 3 – Colônias de Candida spp. isoladas de hemocultura 

 

Fonte: Autor. 

Nota:  Crescimento em Ágar Sangue (a) e CHROM Candida® (b). 
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2.3.3. Patogênese e fatores de virulência 

As alterações na microbiota, bem como o enfraquecimento do sistema imune do 

hospedeiro, favorecem os fatores de virulência presentes nas espécies de Candida, levando 

à sua transição da forma comensal para forma oportunista. Existem três condições do 

hospedeiro principais que predispõem à infecção invasiva: uso prolongado e repetitivo de 

antibióticos de amplo espectro, ruptura das barreiras de proteção (gastrointestinais e 

cutâneas) e imunossupressão (PAPPAS et al., 2018; FAN et al., 2015; KULLBERG e 

ARENDRUP, 2015; GOW et al., 2011). 

O uso prolongado e repetitivo de antibióticos de amplo espectro, confere uma 

vantagem seletiva frente às bactérias presentes na microbiota intestinal. As bactérias 

exercem um fator competitivo, induzindo a liberação de anticorpos, fatores de proteção da 

mucosa intestinal e auxiliando no controle populacional das espécies de Candida (PAPPAS 

et al., 2018; MCCARTY e PAPPAS, 2016; KULLBERG e ARENDRUP, 2015; POLKE; 

HUBE; JACOBSEN, 2015). A eliminação da microbiota bacteriana induzida por 

antibacterianos, removem os fatores de proteção, favorecendo a adaptação, crescimento e 

disseminação por Candida spp. Outro fator predisponente é a quebra das barreiras 

gastrointestinais e cutâneas, podendo ser induzida por inflamação, cirurgia gastrointestinal 

e/ou uso de cateteres venosos centrais, que coletivamente possibilitam o acesso à corrente 

sanguínea. Por fim, mas não menos importante, podemos citar a imunossupressão (TAN et 

al., 2021; ZHAI et al., 2020; MCCARTY e PAPPAS, 2016; VAUTIER et al., 2015; 

SAMONIS et al., 2013; BASSETTI et al., 2010). A neutropenia induzida por quimioterapia 

para tratamento de neoplasias ou terapia com corticosteroides, prejudicam as defesas 

imunes inatas nos tecidos e, assim, facilitam a infecção e invasão por Candida spp. na 

corrente sanguínea, podendo afetar órgãos como fígado, baço, rins, coração, pulmão, ossos 

e cérebro (Figura 4) (PAPPAS et al., 2018; MCCARTY e PAPPAS, 2016; KULLBERG e 

ARENDRUP, 2015). 
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Figura 4 – Patogênese da candidíase invasiva 

 

Fonte: Traduzido e adaptado de PAPPAS et al., 2018. 

Nota:  Trato gastrointestinal (a), Adesão e colonização por Candida spp. (b) e Invasão e disseminação (c). 
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C. albicans passa por diversos desafios quando entra em contato com as células 

do hospedeiro. Dentre eles podemos destacar as barreiras microbianas (competição por 

sítios de adesão, nutrientes e contato com moléculas inibidoras de quórum sensing), 

barreiras mecânicas (muco, tecido epitelial e fluxo de fluidos, principalmente nos vasos 

sanguíneos), sistema imune do hospedeiro (neutrófilos e macrófagos) e por fim, os estresses 

físicos e químicos encontrados, como as mudanças de pH, escassez de nutrientes, espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) (POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015). 

Diante disso, e buscando superar as adversidades encontradas durante o processo de 

colonização, C. albicans apresenta uma ampla variedade de fatores de virulência (Figura 

5), que eventualmente favorecem o processo de infecção (LIM et al., 2021; PAPPAS et al., 

2018; POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015). 

 Um dos principais fatores de virulência de C. albicans é sua capacidade de 

alternar entre as formas de crescimento de blastoconídeos, pseudo-hifas e hifas. As hifas 

são invasivas e podem penetrar nas barreiras da mucosa do hospedeiro, escapando das 

células fagocíticas e favorecendo a disseminação de leveduras pela corrente sanguínea 

(LOPES e LIONAKIS, 2022; TAN et al. 2021). Vários estímulos ambientais afetam o 

estado morfológico de C. albicans, incluindo a temperatura do hospedeiro, pH, 

disponibilidade de nutrientes ou mecanismos de detecção de quórum-sensing. Além disso, 

C. albicans secreta uma variedade de enzimas que favorecem a infecção invasiva, incluindo 

aspartil proteases e fosfolipases, importantes na aquisição de nutrientes extracelulares, dano 

e invasão tecidual (LOPES e LIONAKIS, 2022; PAPPAS et al., 2018; GABRIELLI et al., 

2016). 

A aspartil protease (Sap) é uma hidrolase composta por dez membros, alguns 

dos quais são secretados (Sap1-8) e alguns permanecem ligados à superfície celular (Sap9-

10). Foi demonstrado que a secreção de Saps desempenham papéis in vitro e in vivo, 

induzindo danos às células epiteliais, promovendo assim a virulência fúngica, o 

recrutamento de neutrófilos e a indução de respostas pró-inflamatórias, como IL-1 e TNF-

α (LOPES e LIONAKIS, 2022; LIM et al., 2021; BRYAN e DEL POETA, 2016; 

PERICOLINI et al., 2015). As fosfolipases são secretadas extracelularmente e agem na 

ruptura das membranas celulares do hospedeiro. As lipases (Lip) também são compostas 

por dez membros (Lip1-10) de hidrolases, e já demonstraram um papel importante na 
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virulência para o surgimento da candidíase invasiva. (LOPES e LIONAKIS, 2022; 

GACSER et al., 2007). 

 

Figura 5 – Estratégias de sobrevivência de Candida albicans 

 

Fonte: Traduzido e adaptado de POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015. 

Nota:  (1) Flexibilidade morfológica; (2) Filamentação induzida por contato; (3) Expressão de adesinas 

associada a hifas; (4) Invasão em células hospedeiras por endocitose induzida ou penetração ativa (5); (6) 

Liberação de enzimas hidrolíticas, por exemplo, secreção de aspartil protease (Saps) que suportam a 

penetração e a degradação do material tecidual; (7) Aquisição de nutrientes e micronutrientes de células 

hospedeiras, por exemplo, sistemas de absorção de zinco e ferro; (8) Vias de resposta ao estresse que facilitam 

a resistência a condições ambientais adversas, por exemplo, espécies reativas de oxigênio (ROS), espécies 

reativas de nitrogênio (RNS), baixo pH e escassez de nutrientes; (9) modificação ativa do fagossoma para 

promover o crescimento das hifas, facilitando o dano tecidual e a fuga dos macrófagos. 

 

Uma toxina secretada por Candida spp. e que vem sendo abordada com 

frequência pela literatura, é a candidalisina, uma toxina peptídica citolítica responsável por 
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induzir danos às células epiteliais. Em altas concentrações, candidalisina interage com a 

membrana celular para formar estruturas semelhantes a poros, gerando influxo de cálcio, 

estresse oxidativo e resultando na morte celular por necrose (BLAGOJEVIC et al., 2021; 

NAGLIK, GAFFEN e HUBE, 2019; MOYES et al., 2016). No entanto, seu papel na 

colonização, invasão de mucosas para a corrente sanguínea e desenvolvimento de infecções 

profundas, não está bem estabelecida em Candida spp. (PAPPAS et al., 2018; MOYES et 

al., 2016). Um possível mecanismo de proteção imune frente aos danos prolongados por 

candidalisina, envolve a neutralização da toxina por meio de interações hidrofóbicas com a 

albumina. A albumina é uma proteína sérica abundante, mas também é excretada nas 

superfícies das mucosas e entra nos tecidos quando a inflamação aumenta a permeabilidade 

vascular. Durante a inflamação, os níveis séricos de albumina diminuem drasticamente, e 

baixos níveis de albumina estão associados a um pior prognóstico do paciente 

(AUSTERMEIER et al., 2021). 

Outro importante fator de virulência presente em Candida spp. é sua capacidade 

de adaptação metabólica e aquisição de nutrientes. A glicose é a fonte de carbono preferida 

para C. albicans, porém na maioria dos locais de colonização, o crescimento fúngico ocorre 

em condições limitantes de glicose. Nessas circunstâncias, C. albicans se adapta regulando 

positivamente as vias alternativas de utilização de carbono, usando o lactato como fonte de 

energia (WILLIAMS e LORENZ, 2020; MAN et al., 2017). Os múltiplos estresses 

impostos pelas células do hospedeiro e a variação do microambiente, requerem uma 

indução adaptativa por Candida spp. As células imunes inatas do hospedeiro produzem 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies reativas de nitrogênio (RNS), ocasionando 

uma explosão oxidativa para destruir patógenos microbianos invasores. Diante disso, para 

escapar da morte oxidativa por células do sistema imune, C. albicans possui seis tipos de 

superóxido dismutases, que estão todos envolvidos na desintoxicação celular (LOPES e 

LIONAKIS, 2022; POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015; FROHNER et al., 2009). 

Muitas das adaptações de espécies de Candida ao estresse presente no ambiente 

de colonização/infecção (mudanças de pH e temperatura, variação de osmolaridade e ação 

dos antifúngicos) são moduladas por proteínas de choque térmico (Hsps), particularmente 

Hsp90 (LOPES e LIONAKIS, 2022; DANHOF et al., 2016; MIRAMON et al., 2012; 

LEACH et al., 2012; ENJALBERT et al., 2006). A Hsp90 é uma chaperona essencial que 

tem papel crucial no enovelamento de proteínas e modula as atividades de reguladores-
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chave, estabilizando a célula fúngica, favorecendo a virulência e a resistência aos 

antifúngicos (O'MEARA, ROBBINS e COWEN, 2017). Em Candida spp. a interrupção de 

Hsp90 incluem a redução da tolerância a respostas de estresse e indução de transição 

morfológica de crescimento de levedura para hifa (LOPES e LIONAKIS, 2022; DANHOF 

et al., 2016; MIRAMON et al., 2012; LEACH et al., 2012; ENJALBERT et al., 2006). 

A parede celular de C. albicans é composta por quitina, β-glucanos e 

manoproteínas, que são reconhecidos pelos padrões celulares epiteliais e imunes do 

hospedeiro, e são importantes para a indução de respostas pelo sistema imunológico. Para 

evitar a ativação de vias imunes que desencadeiam respostas do hospedeiro, as células de 

C. albicans podem minimizar sua exposição aos PAMP’s (padrões moleculares associados 

a patógenos) modificando os componentes da parede celular em resposta a estímulos 

metabólicos e promovendo a evasão imune (PRADHAN et al., 2021; GOW e HUBE, 2012). 

A adesão celular efetiva e invasão de Candida spp. nas células endoteliais e 

epiteliais, possibilitam sua disseminação na corrente sanguínea (SHEPPARD e FILLER, 

2014). As adesinas são as principais proteínas presentes na superfície fúngica, dentre elas, 

podemos destacar as glicoproteínas de superfície celular (Als). As Als são tidas como as 

principais moléculas de adesão e invasão por C. albicans, sendo classificadas como o 

principal ligante à célula do hospedeiro (PAPPAS et al., 2018). Além disso, é descrito na 

literatura que a capacidade de adesão facilita a formação de biofilme em dispositivos 

médicos implantados (cateteres venosos centrais), representando um importante risco de 

candidemia a longo prazo (LIM et al., 2021; HOYER e COTA, 2016; MCCARTY e 

PAPPAS, 2016; POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015; KULLBERG e ARENDRUP, 

2015). Muitos trabalhos caracterizaram os circuitos regulatórios fúngicos cruciais para a 

formação do biofilme, que incluem a regulação e transcrição de genes-alvo envolvidos na 

adesão e filamentação (PAPPAS et al., 2018; DESAI, MITCHELL e ANDES, 2014). 

A capacidade de Candida para formar biofilme é um aspecto importante no 

desenvolvimento de resistência aos antifúngicos, isso ocorre por dois mecanismos 

diferentes (KOVACS e MAJOROS, 2020; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015; RAMAGE 

et al., 2012). O primeiro é a diminuição da capacidade dos agentes antifúngicos de penetrar 

no biofilme, juntamente com a regulação dos mecanismos de resistência aos antifúngicos. 

O segundo é o desenvolvimento de células persistentes (CP). Essas células reduzem o seu 

metabolismo e usam uma variedade de mecanismos para lidar com o estresse reativo da 
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oxidase, sobrevivendo a elevadas concentrações de drogas fungicidas (MCCARTY, 

WHITE e PAPPAS, 2021; NETT e ANDES, 2020; WUYTS, VAN DIJCK e 

HOLTAPPELS, 2018; RAMAGE et al., 2012; LAFLEUR, KUMAMOTO e LEWIS, 

2006). 

 

2.3.3.1. Biofilmes 

O CDC (Centers for Disease Control and Prevention) destaca que as espécies 

de Candida são as causas mais frequentes de infecções da corrente sanguínea associada a 

dispositivos vasculares no âmbito hospitalar (NETT e ANDES, 2020; MAGIL et al., 2014; 

CLEVELAND et al., 2012; PFALLER e DIEKEMA, 2007). Além disso, a capacidade de 

Candida spp. de formar biofilmes em dispositivos de importância médica, como cateteres 

e sondas, favorece o desenvolvimento da candidíase invasiva e candidemia (LOHSE et al. 

2018; NETT, 2016; NOBILE e JOHNSON, 2015). Os biofilmes são comunidades 

microbianas aderidas irreversivelmente a uma superfície, inerte ou tecido, incorporadas por 

uma matriz extracelular polimérica (MEC) que fornece proteção frente aos agentes externos 

e podem servir como reservatório para infecções recorrentes (PEREIRA et al., 2021; WALL 

et al., 2019; CAVALEIRO e TEIXEIRA, 2018; LOHSE et al. 2018). 

A transição do crescimento planctônico para o biofilme, é acompanhada por uma 

complexa remodelação fenotípica e alterações na expressão gênica. O desenvolvimento do 

biofilme de C. albicans ocorre progressivamente, sendo tipicamente classificado em quatro 

estágios: I) Fixação inicial de células planctônicas; II) Proliferação e filamentação; III) 

Maturação do biofilme e formação da matriz extracelular polimérica (MEC), e por fim a 

IV) Dispersão do biofilme (Figura 6) (PONDE et al., 2021; KOVACS e MAJOROS, 2020; 

POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015; RAMAGE et al., 2012). Na fase inicial, os 

blastoconídeos de C. albicans se ligam a uma superfície (epitélios, dispositivos de 

importância médica implantados ou agregados celulares) por meio de adesinas, 

principalmente as glicoproteínas de superfície celular (família Als) (PONDE et al., 2021; 

NAILIS et al., 2010). Esses eventos de adesão inicial compreendem vários fatores não 

específicos, incluindo as interações hidrofóbicas, forças de van der Waals e interações 

eletrostáticas. Posteriormente, as leveduras fazem a transição para hifas e expressam 
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adesinas específicas, como a proteína Hwp1p, importante para adesão e invasão tecidual 

(PONDE et al., 2021; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015; NAILIS et al., 2010). 

Dando continuidade na formação do biofilme, é observado a formação da MEC 

ao redor das células de C. albicans, fornecendo suporte estrutural, proteção frente aos 

antifúngicos e fuga do sistema imune do hospedeiro (NETT e ANDES, 2020; NETT, 2016). 

Por fim, mas não menos importante, com a maturação do biofilme as leveduras se dispersam 

para colonizar outras partes do corpo (KOVACS e MAJOROS, 2020; POLKE; HUBE; 

JACOBSEN, 2015; RAMAGE et al., 2012). Essas células diferem das células planctônicas 

iniciais, apresentando maior virulência e facilidade em formar novos biofilmes (PONDE et 

al., 2021; WALL et al., 2019; LOHSE et al., 2018; CAVALEIRO e TEIXEIRA, 2018; 

WILLIAMS et al., 2013). 

 

Figura 6 – Etapas de formação do biofilme de Candida albicans 

 

Fonte: Traduzido e adaptado de PONDE et al., 2021. 

Nota:  A formação do biofilme de Candida albicans é um processo multifatorial que consiste em quatro etapas 

principais: I) adesão de blastoconídeos de C. albicans a um substrato, II) proliferação celular e filamentação, 

III) maturação e produção da matriz extracelular polimérica e IV) dispersão de células do biofilme maduro. 
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De maneira geral, a MEC do biofilme desempenha uma barreira físico-química 

de proteção, impedindo a passagem de fármacos e ação das células do sistema imune do 

hospedeiro (NETT e ANDES, 2020; CAVALEIRO e TEIXEIRA, 2018; NETT, 2016; 

RAMAGE et al., 2012). Além disso, a matriz exerce um efeito quelante, sequestrando e 

inibindo as drogas utilizadas no tratamento, obrigando o uso de concentrações elevadas dos 

antibacterianos e apresentando maiores riscos aos pacientes hospitalizados (NETT e 

ANDES, 2020; CAVALEIRO e TEIXEIRA, 2018; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015; 

RAMAGE et al., 2012). Sua constituição química é complexa, sendo formada por 55% de 

proteínas, 25% de carboidratos, 15% de lipídios e 5% de DNA extracelular. Apesar de 

serem componentes relativamente menores em biofilmes de C. albicans, os polissacarídeos 

β-1,3-glucano e β-1,6-glucano, também são componentes importantes da matriz. 

Juntamente com a manana, é observada uma dependência da MEC na síntese desses 

polissacarídeos, tendo em vista que a deleção única de genes que codificam proteínas 

envolvidas na produção desses três componentes, quase levou à eliminação completa do 

biofilme. (NETT e ANDES, 2020; CAVALEIRO e TEIXEIRA, 2018; MITCHELL et al., 

2015; ZARNOWSKI et al., 2014; RAMAGE et al., 2012). 

O impacto médico dos biofilmes de C. albicans é ressaltado por uma correlação 

entre a formação de biofilme, aumento da virulência e elevação nos índices de mortalidade 

(PONDE et al., 2021; RAJENDRAN et al., 2016; TUMBARELLO et al., 2012). Além 

disso, diversos mecanismos de tolerância são descritos em biofilmes maduros, dentre eles 

podemos destacar: a impenetrabilidade da matriz, sequestro de antifúngicos utilizados no 

tratamento, inibição da fagocitose por neutrófilos e macrófagos, sequestro de enzimas e 

nutrientes pela matriz, super expressão de bombas de efluxo e presença de células 

persistentes (Figura 7) (POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015). Essas comunidades sésseis 

são responsáveis por suportar até oito vezes a concentração antifúngica aplicada na forma 

planctônica (CAVALEIRO e TEIXEIRA, 2018). A literatura descreve que essa resiliência 

ocorre na fase inicial de desenvolvimento dos biofilmes, aumentando sua atividade 

metabólica e resistindo a elevadas concentrações de fármacos. Entretanto, células 

persistentes (CP) também têm sido observadas em biofilmes maduros, demonstrando maior 

tolerância frente aos antifúngicos e dificultando o tratamento clínico (KOVACS e 

MAJOROS, 2020; CAVALEIRO e TEIXEIRA, 2018; LA FLEUR et al., 2006). 
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Figura 7 – Mecanismos de resistência dos biofilmes de Candida albicans 

 

 

Fonte: Traduzido de POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015. 

Nota:  O crescimento na forma de biofilmes, uma comunidade microbiana com estrutura tridimensional 

complexa, está associada a uma alta tolerância intrínseca de diversas condições estressantes, por exemplo, 

tratamento antifúngico, mecanismos de defesa do sistema imune do hospedeiro, estresses físicos e químicos. 

Alguns mecanismos de resistência importantes estão representados nesta figura. 

 

2.3.3.2.Células persistentes 

As células persistentes (CP) foram descritas pela primeira vez por Joseph Bigger 

em 1944 em um estudo referente ao mecanismo de ação da penicilina. Bigger observou que 

a penicilina lisava uma população de Staphylococcus spp., porém um pequeno número de 

células, que não eram simplesmente resistentes ao antibiótico, inevitavelmente sobrevivia. 

Após observar esse fenômeno, Bigger propôs que as células estavam com seu metabolismo 
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dormente, chamando esse grupo de CP (LEWIS, 2007; BIGGER, 1944). Em 1983, Harris 

Moyed realizou uma busca direcionada por genes em CP (MOYED e BERTRAND, 1983). 

Ele tratou uma população de Escherichia coli com ampicilina, então permitiu que as células 

sobreviventes crescessem na ausência de antibióticos. Depois de realizar inúmeros testes, 

dois tipos de colônias foram identificados após o plaqueamento em meio sólido; estes eram 

mutantes resistentes a antibióticos que cresceram na presença de ampicilina, e mutantes que 

produziram CP em maior frequência, mas que foram sensíveis na presença de ampicilina 

(WUYTS, DIJCK e HOLTAPPELS, 2018; LEWIS, 2007). 

As CP são subpopulações presentes principalmente nos biofilmes, responsáveis 

por sobreviver em situações de estresse com baixa disponibilidade de nutrientes (FRAIHA 

et al., 2019; WUYTS, DIJCK e HOLTAPPELS, 2018). Além disso, surgem como um 

possível mecanismo adaptativo, permanecendo dormentes ao serem expostas aos 

antibióticos e, interrompendo sua exposição, podem se reativar, dificultando o tratamento 

(DEL POZO, 2018; SILVA et al., 2017; POLKE, HUBE, JACOBSEN, 2015; AL-

DHAHERI e DOUGLAS, 2008; LA FLEUR et al., 2006). Após a antibioticoterapia, o 

biofilme é desestruturado, a maior parte das células sésseis são mortas e o sistema 

imunológico do hospedeiro tem a função de eliminar as células remanescentes. Entretanto, 

o resquício de MEC presente no biofilme protege contra as células imunes, impedindo a 

fagocitose, facilitando a resiliência celular e após a redução de antibiótico no meio 

extracelular, as CP podem repovoar o biofilme, favorecendo as infecções recidivantes 

(LEWIS, 2007). Além disso, as CP podem contribuir para a patogênese de diversas 

infecções, requerendo tratamento prolongado e apresentado elevado risco para pacientes 

com resposta imunológica debilitada (WUYTS, DIJCK e HOLTAPPELS, 2018; BOJSEN, 

REGENBERG e FOLKESSON, 2017; COHEN, LOBRITZ e COLLINS, 2013). 

Hoje já é descrito que as CP podem ser encontradas em diversos 

microrganismos, incluindo bactérias (Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) e fungos (Trichosporon spp. Candida 

parapsilosis, C. krusei e C. albicans) (CORDEIRO et al., 2021a; CORDEIRO et al., 2021b; 

DEFRAINE, FAUVART e MICHIELS, 2018; AL-DHAHERI e DOUGLAS, 2008; 

LAFLEUR, KUMAMOTO e LEWIS, 2006). Além disso, podem estar presentes em células 

planctônicas e em biofilmes. Entretanto, as CP de C. albicans foram encontradas apenas 

em uma cultura de biofilme e não estavam presentes em uma população planctônica. Essa 
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produção específica de CP em biofilme é diferente da produção observada em populações 

bacterianas, nas quais uma cultura planctônica contém mais persistentes do que um 

biofilme. Isso pode indicar que o biofilme, e não a população planctônica, é o modo de 

sobrevivência de vida da levedura, sendo o local de produção de células sobreviventes 

especializadas (WUYTS, DIJCK & HOLTAPPELS, 2018; SILVA et al., 2017; LEWIS, 

2007). 

 

2.3.4. Epidemiologia da candidemia 

A incidência de candidemia varia com a região geográfica, idade dos pacientes 

e outros fatores. A maioria das grandes pesquisas nacionais relatam uma incidência de 3 a 

5/100.000 pessoas da população em geral e 1 a 2% de todas as admissões em UTIs médicas 

e cirúrgicas (MCCARTY e PAPPAS, 2016; CLEVELAND et al., 2015). A candidemia 

adquirida na comunidade (isto é, não adquirida em hospital) é uma observação nova nos 

países desenvolvidos, refletindo um aumento na utilização de dispositivos de acesso 

intravenoso de longo prazo (por exemplo, cateteres centrais de inserção periférica) e terapia 

antimicrobiana ambulatorial parenteral (STROLLO et al., 2016; PLAYFORD et al., 2009).  

A mortalidade atribuível entre todos os pacientes com candidemia foi relatada 

entre 10% e 47%, porém uma estimativa mais precisa é provavelmente de 10 a 20% 

(MCCARTY e PAPPAS, 2016). Os principais fatores de risco envolvidos no aumento da 

mortalidade, são: idade elevada, espécie de Candida responsável pela infecção (por 

exemplo, C. parapsilosis é menos virulenta que outras Candida spp. e geralmente está 

associada a menor mortalidade), uso de imunossupressores, uso prolongado de cateter 

venoso, tratamento antifúngico específico, disfunção renal preexistente e outras 

comorbidades (MCCARTY e PAPPAS, 2016; STROLLO et al., 2016; KULLBERG e 

ARENDRUP, 2015). O custo atribuível da candidemia é de aproximadamente 40.000 mil 

dólares por paciente (Aproximadamente 192.000 mil reais) (PAPPAS et al., 2018; 

STROLLO et al., 2016). 

Candida albicans é o principal patógeno fúngico isolado (Figura 8) 

(MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; PFALLER et al., 2019; PAPPAS et al., 2018; 

MCCARTY e PAPPAS, 2016; WISPLINGHOFF et al. 2004), ocupando o quarto lugar 

dentre os principais microrganismos identificados em sepse hospitalar nos EUA e o sétimo 
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agente mais isolado em hemoculturas no Brasil (WALL et al., 2019; MCCARTY, WHITE 

e PAPPAS, 2021; MAGILL et al., 2018; DOI et al., 2016). Um estudo mundial de vigilância 

antifúngica (ARTEMIS DISK), realizado em 41 países no período de 1997 a 2007, 

investigou os isolados identificados geograficamente. Foi observado que C. albicans foi o 

principal isolado em infecções sistêmicas, apresentando índices de identificação em torno 

de 64% a 67% para as regiões da Ásia-Pacífico, Europa e África/Oriente Médio; além de 

52% para América Latina e 49% para América do Norte. Candida glabrata ficou em 

segundo lugar na classificação dos isolados na América do Norte (21,1%) e em quarto na 

América Latina (7,4%). C. tropicalis foi destaque na região Ásia-Pacífico (11,7%) e 

América Latina (13,2%). Porém, Candida parapsilosis foi pouco isolado na Europa (4,2%) 

em comparação com a América Latina (10,3%) e América do Norte (13,6%) (GONZALEZ-

LARA e OSTROSKY-ZEICHNER, 2020; GUINEA, 2014). 
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Figura 8 – Variações geográficas na distribuição de espécies de Candida causadoras de fungemia 

 

 

 

Fonte: Traduzido e adaptado de PAPPAS et al., 2018. 

Nota:  Epidemiologia das candidemias ocasionadas no Brasil, Estados Unidos, Canadá, França, Dinamarca, Japão, China, Índia e Austrália. 
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Webb e colaboradores (2018), realizaram uma pesquisa sobre as infecções 

fúngicas em 22 hospitais nos Estados Unidos. Foram constatados 3.374 episódios de IFI, 

sendo identificados 1.862 casos de candidíase invasiva (Aproximadamente 55% dos casos 

totais), com incidência de 15 casos/100.000 pacientes ao ano. De acordo com o programa 

de vigilância antimicrobiana (SENTRY), as principais espécies isoladas entre 2006 a 2016 

foram: C. albicans 42,7%, C. glabrata 24,3%, C. parapsilosis 14,8%, C. tropicalis 8% e C. 

krusei 2,9% (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021). Um estudo retrospectivo (2011 a 

2017) conduzido na China, demonstrou que o padrão de isolados clínicos em um hospital 

universitário, se mantém similar aos isolados nos Estados Unidos. Os dados obtidos 

evidenciaram que C. albicans continua sendo a espécie mais isolada no mundo, 

representando 46,3% de todos os casos de candidemia, seguido por C. parapsilosis 19,5%, 

C. glabrata 15,9% e C. tropicalis 14,6% (XIAO et al., 2019). 

Um estudo realizado entre 2010 e 2018, em cinco hospitais terciários no Canadá, 

relataram sobre a epidemiologia da candidemia. A incidência anual de candidemia foi de 

3,8/100.000 pessoas (idade mediana de 61 anos e 221/455 (47,4%) casos eram do sexo 

feminino). C. albicans foi a espécie mais comum (50,6%), seguida por C. glabrata, 

(24,0%). Nenhuma outra espécie representou mais de 7% dos casos. A taxa de mortalidade 

variou entre 32,2 à 48,1%, porém os índices foram independentes das espécie de Candida 

identificadas. Dos indivíduos que desenvolveram candidemia, mais de 50% morreram no 

ano seguinte, porém não foi evidenciado nenhum padrão de resistência incomum aos já 

descritos na literatura (BOURASSA-BLANCHETTE et al., 2023). 

Vannini e colaboradores (2022), investigaram a epidemiologia da candidemia e 

as taxas de mortalidade na França durante 5 anos (janeiro de 2014 a dezembro de 2018). 

Foram isoladas 304 cepas de 290 pacientes (40 pacientes em 2014, 65 em 2015, 72 em 

2016, 62 em 2017 e 51 em 2018). As três espécies de Candida mais isoladas de 

hemoculturas foram Candida albicans (44%), Candida glabrata (22%) e Candida 

parapsilosis (13%). A proporção de Candida não-Candida albicans diminuiu de 68% em 

2014 para 45% em 2018. A mortalidade por todas as causas em trinta dias foi de 31% e 

diminuiu de 2014 (46%) para 2018 (18%) (VANNINI et al., 2022). Ainda na Europa, 

Astvad e colaboradores (2018), avaliaram os casos de candidemia entre 2012 à 2015, 

utilizando os dados da Vigilância Nacional de Fungemia da Dinamarca. A incidência de 

candidemia foi de 8,4/100.000 habitantes, ocorrendo mais em pacientes do sexo masculino 
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e acima de 50 anos. Conforme encontrado na França, na Dinamarca também foi observado 

um número maior de isolados de C. albicans (47,9%), seguida por C. glabrata (31,8%) e 

outras espécies: C. tropicalis, C. krusei, C. dubliniensis e C. parapsilosis, cada espécie 

representando números inferiores a 4,3% dos isolados (ASTVAD et al., 2018). 

Estudos de vigilância de longo prazo são necessários para fortalecer a 

epidemiologia das infecções ocasionadas por espécies de Candida. Diante disso, Kajihara 

e colaboradores (2022), realizaram um dos maiores estudos observacionais retrospectivos 

baseado em dados de vigilância nacional no Japão. O estudo foi conduzido entre 2010 à 

2019, e foram analisados 57.001 isolados de Candida spp. obtidos em 2.075 hospitais, dos 

quais 55.580 pacientes foram diagnosticados com candidemia. A incidência geral de 

candidemia hospitalar foi de 836/100.000 pacientes submetidos a hemocultura. A 

incidência espécie-específica foi calculada para todo o período do estudo, e hemoculturas 

de 364/100.000 pacientes foram positivas para C. albicans, 163/100.000 para C. glabrata, 

158/100.000 para C. parapsilosis, 56/100.000 para C. tropicalis, 12/100.000 para C. krusei, 

14/100.000 para C. guilliermondii e 1,2/100.000 para C. dublinensis. A distribuição das 

espécies de Candida isoladas dos pacientes foi: 43,6% (n = 24 864) C. albicans, 19,5% (n 

= 11 107) C. glabrata, 18,8% (n = 10 764) C. parapsilosis, 6,7% (n = 3827) C. tropicalis, 

1,4% (n = 817) C. krusei, 1,7% (n = 949) C. guilliermondii, 0,15% (n = 82) C. dublinensis 

e 8,1% (n = 4591) outros. Em geral, o estudo sugere que, no Japão, a distribuição das 

espécies de Candida foi quase a mesma neste período e semelhante à relatada na América 

do Norte e Europa (KAJIHARA et al., 2022) 

Na Austrália, também foram observados dados epidemiológicos similares aos 

anteriormente descritos. A pesquisa ocorreu ao longo de 1 ano, entre 2014 à 2015, e os 

dados foram coletados a partir da vigilância laboratorial nacional para candidemia. Um total 

de 548 isolados foram analisados e constatados 527 episódios de candidemia. A incidência 

média foi de 2,41/105 habitantes, e a média de idade dos pacientes foi de 63 anos (56% dos 

casos ocorreram no sexo masculino). As principais espécies identificadas foram: C. 

albicans 44,4%, C. glabrata 26,7% e C. parapsilosis 16,5% (CHAPMAN et al., 2016). 

 Kaur e colaboradores (2020), avaliaram os casos de candidemia durante o 

período de 1999 a 2018, em um hospital terciário no nordeste da Índia. Durante esse 

período, foram processadas 602.963 amostras de sangue de pacientes com suspeita de sepse. 

A candidemia foi diagnosticada em 7.927 (1,31%) dos casos. Diferentemente do encontrado 
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em outros países, Candida albicans (15,2%) foi a segunda espécie mais isolada, precedida 

por C. tropicalis (40,1%). É importante frisar, que a frequência de casos aumentou 

significativamente no último trimestre do estudo, evidenciando o crescente número de 

infecções e alertando para um problema de saúde mundial (KAUR et al., 2020). 

No Brasil, os dados são escassos, porém as taxas de incidência de candidemia 

variam de 0,58 a 42,59 por 1.000 admissões hospitalares (DA SILVA et al., 2019; 

MATTOS et al., 2017). Apesar dos avanços relacionados ao diagnóstico e tratamento das 

IFIs, as taxas de mortalidade por candidemia continuam em níveis alarmantes nos hospitais 

brasileiros, variando de 21 a 80% (BARRIENTOS et al., 2021; DA SILVA et al., 2019). 

Medeiros et al. (2019), analisaram no período de 2011 a 2016, os fatores epidemiológicos 

e o prognóstico das candidemias em um hospital terciário localizado no Nordeste do Brasil. 

Os dados demográficos e clínicos dos pacientes foram obtidos retrospectivamente pelos 

prontuários médicos, avaliando um total de 68 episódios de candidemia. Foi descrito uma 

incidência média de 2,23 episódios/1.000 internações e uma taxa de mortalidade em 30 dias 

de 55,9%. As espécies mais prevalentes foram Candida albicans (35,3%), Candida 

tropicalis (27,4%), Candida parapsilosis (21,6%) e Candida glabrata (11,8%). Entretanto, 

o que chamou mais atenção foram as taxas de mortalidade observadas, chegando a 61,1% 

para infecções ocasionadas por C. albicans e 100% para C. glabrata (DA SILVA et al., 

2019; MATTOS et al., 2017). 

 

2.3.5. Diagnóstico da candidemia 

O diagnóstico da candidemia é considerado um desafio, tendo em vista que os 

sinais e sintomas são considerados inespecíficos. Embora os métodos microbiológicos 

clássicos (microscopia optica e cultura) em geral permitam a detecção de Candida spp., a 

presença concomitante de bactérias em amostras clínicas pode superar o crescimento 

fúngico e dificultar o diagnóstico. Assim, se houver suspeita de candidíase invasiva, o 

laboratório de microbiologia deve ser avisado para utilizar meios seletivos (contendo 

inibidores do crescimento bacteriano) e outras opções de diagnóstico adicionais, como 

detecção de antígenos e testes de PCR (PAPPAS et al., 2018). 

A hemocultura continua sendo o padrão-ouro para o diagnóstico da candidíase 

invasiva, principalmente devido ao uso de sistemas semi-automatizados: Vitek 
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(bioMérieux, Marcy l'Etoile, França), Phoenix (BD, New Jersey, USA) ou MicroScan 

WalkAway plus (Beckman Coulter, USA), que facilitam e aceleram o tempo de 

identificação laboratorial (CLANCY e NGUYEN, 2013).  Porém, o resultado depende da 

frequência de amostras e do volume de sangue coletado, podendo apresentar variações de 

positividade entre 21 à 71% dos casos comprovados por autópsia. No entanto, é um teste 

de diagnóstico essencial, permitindo a identificação das espécies e realização de testes de 

sensibilidade aos antifúngicos (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; PAPPAS et al., 

2016; CLANCY e NGUYEN, 2013; ARENDRUP et al., 2012).  

Durante um episódio de candidemia, o número de leveduras do gênero Candida 

no sangue (Figura 9) é geralmente inferior a uma unidade formadora de colônia (UFC) por 

mL. Candida spp. multiplicam-se lentamente quando comparados as bactérias, fato que 

pode explicar o tempo prolongado para positividade (média de 2 dias) das hemoculturas. 

(ARENDRUP et al., 2011; PFEIFFER et al., 2011). Amostras coletadas frequentemente 

(uma vez ao dia, ou mais se o paciente estiver com febre), volumes maiores de hemoculturas 

(ideal que seja de 40 a 60 ml diários, aproximadamente 4 a 6 frascos de hemoculturas), o 

uso de meios seletivos e amostras antes do início da terapia antifúngica, aumentam a 

sensibilidade do teste e favorece o diagnóstico (PAPPAS et al., 2018; ARENDRUP et al., 

2012; CATEAU et al., 2012; ARENDRUP et al., 2011; PFEIFFER et al., 2011). 

 

Figura 9 – Blastoconídeos de Candida albicans em hemocultura 

 

Fonte: Autor. 
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O método de diagnóstico automatizado por MALDI-TOF MS (tempo de voo de 

ionização/dessorção a laser assistida por matriz) também pode ser utilizado para 

identificação das espécies de Candida, porém não é bem difundido na rotina laboratorial 

devido seu elevado investimento. É uma técnica que usa espectroscopia de massa e requer 

crescimento puro de um organismo em meio de cultura; portanto, a literatura descreve que 

esse teste não apresenta influência no tempo para o diagnóstico das candidemias 

(MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021). Entretanto, após crescimento, a identificação de 

espécies por MALDI-TOF MS ocorre em média de 10 a 15 minutos, geralmente um dia 

mais cedo que os métodos convencionais em laboratórios de rotina, com a diferença 

significativa observada principalmente para as espécies de Candida não-Candida albicans 

(LACROIX et al., 2014; TAN et al., 2012; MARKLEIN et al., 2009). 

O uso de biomarcadores únicos ou combinados para detecção da candidíase 

invasiva, como: (1-3)-β‑D‑glucano, antígeno do tubo germinativo (Candida albicans), 

antígeno de manana, anticorpos anti-manana e detecção de DNA por reação em cadeia da 

polimerase (PCR), tem recebido atenção crescente, mas a implementação na prática clínica 

permanece controversa (PAPPAS et al., 2018; CLANCY e NGUYEN, 2014; CLANCY e 

NGUYEN, 2013). Um estudo de 2016 incluindo pacientes na UTI com condições 

abdominais graves, demonstrou que o desempenho para detecção combinada de antígeno 

manana (polissacarídeo presente na parede celular) e anticorpo anti-manana foi considerada 

baixa, com sensibilidade de apenas 55% (DUETTMANN et al., 2016; LEON et al., 2016). 

Os anticorpos estão frequentemente presentes em pacientes com sistema imunológico 

debilitado, com candidemia prévia ou colonização intensa por espécies de Candida. Essa 

observação e o baixo desempenho em vários estudos são advertências importantes, podendo 

ocasionar o tratamento antifúngico inadequado de pacientes que provavelmente não 

apresentem quadros de candidíase. A detecção de manana e anticorpos anti-manana não é 

aprovada como uma ferramenta de diagnóstico pelo FDA (Food and Drug Administration) 

nos Estados Unidos, porém está disponível na Europa (PAPPAS et al., 2018; 

DUETTMANN et al., 2016; LEON et al., 2016; VERDUYN LUNEL et al., 2009). 

O β‑D‑glucano é um polissacarídeo presente na parede celular, podendo atuar 

como um marcador de infecção fúngica invasiva. Os antígenos podem ser detectados no 

sangue do paciente durante infecções por Candida spp., Aspergillus spp. e outros fungos, 

com exceção da ordem Mucorales e da espécie Pneumocystis jirovecii. Diante disso, o teste 
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não consegue distinguir entre candidemia e outras infecções fúngicas (MCCARTY, 

WHITE e PAPPAS, 2021; PAPPAS et al., 2018; KARAGEORGOPOULOS et al., 2013; 

KARAGEORGOPOULOS et al., 2011). Em sete estudos realizados entre 2011 à 2018, foi 

observado uma sensibilidade elevada de 76,7 a 100% para candidíase invasiva, porém sua 

especificidade variou entre 40 à 91,8%. No geral, os resultados obtidos na maioria dos 

estudos sugerem que a candidíase invasiva (incluindo candidemia) é improvável quando o 

resultado do teste de β-D-glucano for negativo (HARTL et al., 2018; GIACOBBE et al., 

2017; LEON et al., 2016; MARTINEZ-JIMENEZ et al., 2015; TISSOT et al., 2013; 

HANSON et al., 2012; MOHR et al., 2011).  

Outro teste de anticorpos específicos para espécies de Candida, é o teste de 

antígeno do tubo germinativo (C. albicans). O antígeno foi originalmente encontrado em 

C. albicans, mas o teste também detecta candidíase com outras Candida spp., embora 

apresente menor sensibilidade. Além disso, a literatura descreve que este teste apresenta 

maior limitação quando comparado aos outros testes citados anteriormente (antígeno 

manano, anticorpo anti-manano e β-D-glucano), com sensibilidade variando entre 53,3% à 

74,1% e especificidade de 56,5% à 92,0% (PARRA-SANCHEZ et al., 2017; LEON et al., 

2016; MARTINEZ-JIMENEZ et al., 2015; FORTUN et al., 2014). 

A implementação de testes baseados em PCR para a detecção de infecções 

fúngicas na rotina laboratorial, estão em atraso quando comparados as infecções virais e 

bacterianas (PAPPAS et al., 2016; DE PAUW et al. 2008). Os principais desafios 

observados são: extração de DNA fúngico eficaz, baixo número de leveduras na corrente 

sanguínea (<1 célula/ml), semelhança entre o DNA fúngico e o DNA humano, presença de 

DNA fúngico no ambiente (fungos anemófilos) e na pele (microbiota) podendo levar a 

resultados falsos positivos. Diante disso, os testes baseados em PCR ainda não foram 

incorporados às diretrizes oficiais ou critérios de classificação e identificação de patologias 

ocasionadas por Candida spp. (PAPPAS et al., 2018; PAPPAS et al., 2016; DE PAUW et 

al. 2008). 

 

2.3.6. Tratamento e manejo da candidemia 

Além do diagnóstico precoce, a eliminação do foco da infecção e o início prévio 

da terapia antifúngica sistêmica, são considerados intervenções clínicas essenciais no 
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manejo das candidemias (GONZALEZ-LARA e OSTROSKY-ZEICHNER, 2020). A 

eliminação do foco infeccioso se refere a remoção de cateteres intravasculares 

contaminados, dispositivos protéticos presumidamente infectados (marca-passo cardíaco e 

articulações protéticas) e drenagem efetiva de líquidos serosos e exsudatos infecciosos 

(líquido peritoneal, pleural e/ou abscessos) (PAPPAS et al., 2018). Além disso, a terapia 

antifúngica precoce é crucial para o sucesso no tratamento da candidíase invasiva, pois o 

atraso no uso de fármacos sistêmicos eficazes, prejudica o prognóstico do paciente e 

aumentam os índices de mortalidade (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; PAPPAS et 

al., 2018; VERGIDIS et al., 2016; ANDES et al., 2012; KOLLEF et al. 2012). 

O tratamento inicial deve ser baseado na exposição prévia ou intolerância a um 

agente antifúngico, gravidade da infecção, comorbidades relevantes, envolvimento do SNC, 

válvulas cardíacas e/ou órgãos viscerais (PAPPAS et al., 2018). As equinocandinas 

(anidulafungina, caspofungina ou micafungina) são consideradas a primeira linha para 

terapia de pacientes adultos (Figura 10) (GONZALEZ-LARA e OSTROSKY-

ZEICHNER, 2020; KULLBERG et al., 2019; VAZQUEZ et al., 2014; PAPPAS et al., 

2007; REBOLI et al., 2007).  As equinocandinas são responsáveis por inibir a β-D-glucana 

sintase, enzima necessária para formação da parede celular, possuindo ótima atividade 

fungicida contra a maioria das espécies de Candida (ABUHAMMOUR e HABTE-GABER, 

2004). Sua administração é considerada segura, com eficácia de 70 a 75% dos pacientes 

tratados e interações medicamentosas limitadas, porém requerem aplicação por via 

intravenosa (KULLBERG et al., 2019; PAPPAS et al., 2018; KULLBERG et al., 2015; 

VAZQUEZ et al., 2014; PAPPAS et al., 2007; REBOLI et al., 2007). 

Dependendo da espécie de Candida identificada, os azólicos (fluconazol e 

voriconazol) podem ser considerados como agentes de segunda linha para terapia inicial 

das candidemias (PAPPAS et al., 2018).  Os antifúngicos azólicos inibem a lanosterol 14α-

demetilase, uma enzima chave na formação de ergosterol, importante constituinte da 

membrana celular fúngica (ABUHAMMOUR e HABTE-GABER, 2004). São antifúngicos 

bem tolerados, com interações medicamentosas previsíveis e podem ser administrados 

como agentes sistêmicos por via intravenosa ou oral. Entretanto, sua terapia é preferida em 

situações clínicas específicas (endoftalmia, meningite e candidíase urinária), nas quais as 

equinocandinas não atingem concentrações suficientes, pois não atravessam 

suficientemente a barreira hematoencefálica e possuem baixa eliminação urinária (PAPPAS 
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et al., 2018; KULLBERG et al., 2015). Para a terapia inicial da candidemia, um estudo 

randomizado de 2007 demonstrou que as taxas de resposta geral foram inferiores para 

fluconazol (60%) do que com anidulafungina (76%). Além disso, outro estudo conduzido 

em 2016, produziu resultados semelhantes para isavuconazol (60%) em comparação com a 

caspofungina (71%) (KULLBERG et al., 2019; PAPPAS et al., 2018; KULLBERG et al., 

2015). 

 

Figura 10 – Terapia da candidíase invasiva 

 

Fonte: Traduzido de PAPPAS et al., 2018. 

Nota:  Informações baseadas nas diretrizes da Sociedade de Doenças Infecciosas da América (IDSA) e da 

Sociedade Europeia de Microbiologia Clínica e Doenças Infecciosas (ESCMID). 

 

Uma estratégia de redução no tratamento intravenoso para terapia por via oral, 

pode ter um impacto favorável na remoção de dispositivos intravasculares, tempo de 

internação hospitalar e gasto no tratamento da candidíase invasiva/candidemia (VAZQUEZ 

et al., 2014; KULLBERG et al., 2005). Após o paciente está estabilizado, a terapia de 

redução pode ser prescrita dentro de 3 a 7 dias a partir da terapia inicial, porém o tempo 

varia de acordo com a resposta clínica do paciente (PAPPAS et al., 2018). Um azólico oral 

(fluconazol ou voriconazol) é o agente de primeira linha para a terapia de redução, embora 

não deva haver resistência a azólicos com base na determinação de espécies (exemplo de 

Candida krusei, intrinsicamente resistente ao fluconazol) ou dados de suscetibilidade 
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antifúngica (PAPPAS et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2014; KULLBERG et al., 2005). O 

voriconazol surge como um antifúngico aceitável na terapia de redução, sendo prescrito 

principalmente para isolados resistentes ao fluconazol, como C. krusei, C. guilliermondii, e 

potencialmente C. glabrata (GONZALEZ-LARA e OSTROSKY-ZEICHNER, 2020; 

PAPPAS et al., 2018). 

O período de tratamento antifúngico é determinado pela resposta clínica e 

micológica à terapia. Durante o tratamento da candidemia, é recomendado a coleta de 

hemoculturas em dias alternados para acompanhar a eliminação de Candida spp. da 

corrente sanguínea (PAPPAS et al., 2018; PAPPAS et al., 2016). Na ausência de 

envolvimento de órgãos, a duração da terapia antifúngica sistêmica (intravenosa ou oral) 

deve ser de 14 dias após a eliminação de espécies de Candida da corrente sanguínea (se a 

hemocultura inicialmente for positiva) e resolução de todos os sinais de infecção, como a 

febre e hipotensão (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; PAPPAS et al., 2018; PAPPAS 

et al., 2016; CORNELY et al., 2012) 

 

2.3.7. Sensibilidade aos antifúngicos 

Após o microrganismo ser isolado, é recomendado a realização de testes de 

sensibilidade aos antifúngicos (Antifungigrama), sendo considerado um teste importante 

para direcionar o tratamento da candidíase invasiva e candidemia (GONZALEZ-LARA e 

OSTROSKY-ZEICHNER, 2020; MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; PAPPAS et al., 

2018). A resistência intrínseca é diagnosticada por uma identificação correta da espécie, 

enquanto a identificação da resistência adquirida requer testes de suscetibilidade corretos e 

aplicação de pontos de cortes (PAPPAS et al., 2018). Os pontos de interrupção clínicos 

(pontos de cortes) são usados para categorizar o resultado do teste de suscetibilidade 

(sensível, sensível aumentando a exposição ou resistente) e para uso diário no laboratório 

clínico (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; PAPPAS et al., 2018). 

Foram padronizados métodos reprodutíveis e relevantes para o antifungigrama 

de leveduras, dentre eles podemos citar o documento M27-A3 publicado pelo Clinical & 

Laboratory Standards Institute (CLSI) e o documento para leveduras publicado pelo 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (EUCAST, 2020; 

CLSI, 2008). Os pontos de cortes interpretativos para suscetibilidade levam em 



50 

 
 

consideração a concentração inibitória mínima (CIM), bem como dados de farmacocinética, 

farmacodinâmica e dados de modelo animal (EUCAST, 2020; ARENDRUP et al., 2016; 

ARENDRUP et al., 2013; CLSI, 2008). Os testes são baseados em microdiluição em caldo, 

porém não são fáceis de implementar na rotina do laboratório de microbiologia clínica 

(ARENDRUP et al., 2016; ARENDRUP et al., 2013). Diante disso, outros testes podem ser 

aplicados para facilitar a análise, dentre eles podemos citar: os testes de difusão em ágar 

(discos e tiras de gradiente), teste comercial de microdiluição em caldo ou os sistemas semi-

automatizados: Vitek (bioMérieux, Marcy l'Etoile, França) (MCCARTY, WHITE e 

PAPPAS, 2021; PAPPAS et al., 2018). 

Já foram estabelecidos pontos de corte para as principais Candida spp. isoladas 

(C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei) em laboratório de 

microbiologia (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021). Entretanto, para C. glabrata, não 

há pontos de corte estabelecidos para itraconazol, posaconazol ou voriconazol 

(GONZALEZ-LARA e OSTROSKY-ZEICHNER, 2020; FOTHERGILL et al., 2014). A 

suscetibilidade de Candida spp. aos agentes antifúngicos atualmente disponíveis é 

geralmente previsível com base na espécie (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; 

PAPPAS et al., 2016). A resistência antifúngica em C. albicans permanece incomum, e os 

estudos de vigilância recentes sugerem que a resistência aos triazóis, entre os isolados de 

C. glabrata, tornou-se tão comum que é difícil confiar nesses agentes para terapia sem testes 

de sensibilidade (ALEXANDER et al., 2013; PFALLER et al., 2012b; PFALLER et al., 

2010). Uma tendência de resistência semelhante aos azólicos, começou a surgir para uma 

proporção menor de isolados de C. glabrata frente as equinocandinas. Devido a essas 

tendências, o teste de suscetibilidade geralmente é recomendado para orientar o manejo da 

candidíase invasiva e candidemia (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; PAPPAS et al., 

2016). 

 

2.4. ANTIBACTERIANOS 

Para o tratamento e/ou profilaxia de infecções bacterianas sistêmicas, são 

utilizados os antibacterianos pertencentes as classes dos β-lactâmicos, aminoglicosídeos, 

glicopeptídeos ou fluoroquinolonas, segundo protocolos consensuais (GUSTINETTI e 

MIKULSKA, 2016). A classificação dos antibacterianos ocorre de acordo com o 
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mecanismo de ação de cada droga (Figura 11) (MOTA et al., 2010). Os β-lactâmicos são 

agentes bactericidas que interrompem a síntese da parede celular bacteriana como resultado 

da ligação covalente às proteínas ligadoras de penicilina (PBPs, do inglês, penicillin-biding 

proteins), enzimas que estão envolvidas nas etapas terminais da ligação cruzada de 

peptidoglicanos em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (KAPOOR, SAIGAL e 

ELONGAVAN, 2017; BUSH e BRADFORD, 2016; ETEBU e ARIKEKPAR, 2016). Esse 

grupo é subclassificado em penicilinas (por exemplo: amoxicilina), celafosporinas (ex: 

cefepime), carbapenêmicos e β-lactâmicos monocíclicos (monobactâmicos) (BUSH e 

BRADFORD, 2016). 

 

Figura 11 – Mecanismo de ação dos antibacterianos 

 

Fonte: Adaptado de MOTA et al., 2010. 

 

Os antibacterianos glicopeptídeos são um grupo de peptídeos glicosilados 

cíclicos ou policíclicos, que se ligam a porção terminal D-alanina-D-alanina presentes nas 

cadeias laterais das moléculas de peptideoglicano, inibindo a síntese da parede celular em 

bactérias Gram-positivas (KAPOOR, SAIGAL e ELONGAVAN, 2017; ZENG et al., 2016; 
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DŽIDIC, ŠUŠKOVIC, e KOS, 2008; REYNOLDS, 1989). Os membros significativos 

dessa classe incluem a vancomicina e o lipoglicopeptídeo teicoplanina (ZENG et al., 2016). 

Já os aminoglicosídeos são antibióticos potentes de amplo espectro que atuam por meio da 

inibição da síntese proteica. Os membros dessa classe (amicacina e gentamicina) se ligam 

com alta afinidade ao sítio do RNA ribossomal 16S da subunidade 30S (KAPOOR, 

SAIGAL e ELONGAVAN, 2017; KRAUSE et al., 2016; KOTRA, HADDAD e 

MOBASHERY, 2010). Como resultado dessa interação, o antibiótico promove erros de 

tradução, induzindo leitura incorreta do códon, permitindo que aminoácidos incorretos se 

agrupem em um polipeptídeo que é posteriormente liberado para ocasionar dano celular 

(KRAUSE et al., 2016; WILSON, 2014; RAMIREZ, e TOLMASKY, 2010; MINGEOT-

LECLERCQ, GLUPCZYNSKI e TULKENS, 1999; DAVIS, CHEN e TAI, 1986). 

As fluoroquinolonas inibem a enzima DNA girase bacteriana, responsável por 

corta o DNA de fita dupla e evitar o excesso de enrolamento positivo quando as fitas se 

separam para permitir a replicação ou transcrição do DNA. Em bactérias Gram-positivas, o 

principal alvo de ação é a topoisomerase IV, que corta e separa a fita após a replicação do 

DNA. Maior afinidade por essa enzima pode conferir maior ação contra bactérias Gram-

positivas. No lugar da DNA girase ou topoisomerase IV, as células de mamíferos possuem 

topoisomerase II, que tem baixa afinidade pelas fluoroquinolonas, conferindo baixa 

toxicidade para as células (PHAM, ZIORA e BLASKOVICH, 2019; KAPOOR, SAIGAL 

e ELONGAVAN, 2017; YONEYAMA e KATSUMATA, 2006; HIGGINS, FLUIT e 

SCHMITZ, 2003; WISE, 1999). 

É importante destacar que os pacientes internados são considerados um grupo de 

risco para o desenvolvimento de infecções bacterianas graves e infecções fúngicas invasivas 

(AZEVEDO et al., 2015). Portanto, os compostos antibacterianos podem ser utilizados para 

fins profiláticos e terapêuticos em paralelo ou em associação com drogas antifúngicas 

(STERGIOPOULOU et al., 2009; PASCOE e CULLEN, 2006; AGUSTI et al., 2003). 

Porém, já é bem descrito que o uso de antibacteriano de amplo espectro modifica a 

microbiota, e a integridade da barreira epitelial das mucosas, ocasionando uma disbiose e 

favorecendo a colonização e propagação por Candida spp. (TAN et al., 2021; ZHAI et al., 

2020; MCCARTY e PAPPAS, 2016; VAUTIER et al., 2015; SAMONIS et al., 2013; 

BASSETTI et al., 2010). 
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A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa amplamente distribuída na 

natureza, tendo como principal habitat o trato intestinal humano e animal (ZAGAGLIA et 

al., 2022; SOUZA et al., 2016; MORATO et al., 2009) A E. coli exerce um papel importante 

na fisiologia do trato intestinal, contribuindo de forma competitiva frente a outros 

microrganismos presente na microbiota, como por exemplo as espécies de Candida 

(PAPPAS et al., 2018; MCCARTY e PAPPAS, 2016; KULLBERG e ARENDRUP, 2015; 

POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015). O uso de antibacterianos de amplo espectro, podem 

levar a lise celular de E. coli, liberando diversos compostos no lúmen intestinal, dentre eles 

podemos destacar: LPS, peptideoglicano, proteínas, aminoácidos e DNA extracelular. Sob 

tais circunstâncias, C. albicans pode ser privilegiada na presença dessas moléculas, com 

destaque para o peptidoglicano presente na parede celular bacteriana (POLKE; HUBE; 

JACOBSEN, 2015). Um estudo conduzido por XU e colaboradores (2008), evidenciou que 

as subunidades de peptidoglicano bacteriano estimulam a transição de levedura para hifas 

em C. albicans, auxiliando o patógeno na fuga do sistema imune e favorecendo uma 

possível invasão ao tecido do hospedeiro (XU et al., 2008). Além disso, o LPS – importante 

imunomodulador presente na parede celular bacteriana – pode reagir diretamente com as 

células fúngicas, aumentando sua virulência (ROGERS et al., 2013). 

Pesquisas recentes conduzidas por nosso grupo de estudo, demonstraram que os 

antibacterianos β-lactâmicos e a vancomicina estimulam o crescimento planctônico, a 

formação de biofilme e a virulência in vivo de Candida spp. em modelo experimental com 

Caenorhabditis elegans. Foi observado ainda que amoxicilina modifica a composição da 

matriz do biofilme de C. albicans, induzindo a síntese de Hsp70 (proteína responsiva ao 

estresse celular) e aumentando a quantidade de quitina, tornando o biofilme mais tolerante 

à caspofungina (CORDEIRO et al., 2019; CORDEIRO et al., 2018; EVANGELISTA, 

2018), o que poderia ter repercussões durante o processo infeccioso. 
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3. HIPÓTESES 

 

1. Os isolados clínicos de Candida albicans apresentam sensibilidade aos antifúngicos 

empregados no tratamento para candidemia; 

2. As cepas testadas de C. albicans oriundas de fungemia são capazes de formar 

biofilmes “in vitro”; 

3. Os biofilmes formados em meios suplementados com antibacterianos e lisado 

celular de Escherichia coli ATCC 25922 estimulam a formação de biofilmes mais 

robustos e com maior tolerância aos antifúngicos clínicos; 

4.  Os biofilmes de C. albicans expostos à elevadas concentrações de anfotericina B 

são capazes de produzir células persistentes; 

5. Os biofilmes formados na presença de antibacterianos estimulam a formação de 

células persistentes em biofilmes de C. albicans. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar a influência dos antibacterianos na formação dos biofilmes e produção 

de células persistentes de Candida albicans isoladas de fungemia. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar o perfil de sensibilidade, in vitro, dos isolados clínicos de C. albicans; 

2. Examinar e classificar a formação dos biofilmes de C. albicans isoladas de 

fungemia; 

3. Analisar o efeito dos antibacterianos (amoxicilina, cefepime, vancomicina) e lisado 

celular de Escherichia coli ATCC 25922 sobre: 

• a formação dos biofilmes de C. albicans; 

• a tolerância aos antifúngicos (fluconazol, caspofungina e anfotericina B) dos 

biofilmes de C. albicans; 

• as características morfológicas e ultraestruturais dos biofilmes de C. 

albicans; 

 

4. Averiguar a presença de células persistentes em biofilmes de C. albicans expostos 

à anfotericina B;  

5. Avaliar o efeito dos antibacterianos (amoxicilina, cefepime, vancomicina, 

amicacina, gentamicina e ciprofloxacina) sobre: 

• a formação de células persistentes em biofilmes de C. albicans; 

• validar as células persistentes realizando uma sensibilidade, in vitro, à 

anfotericina B; 

• as características morfológicas e ultraestruturais de células persistentes 

extraídas de biofilmes de C. albicans. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 LOCAL DE ESTUDO 

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratório de Bioagentes Infecciosos 

em parceria com o Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM), ambos estão 

localizados no Centro de Biomedicina e pertencem ao departamento de Patologia e 

Medicina Legal da Universidade Federal do Ceará (UFC). A aquisição das imagens de 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), foi realizada na Central Analítica do 

Departamento de Física da UFC, Fortaleza-CE. 

 

5.2 MICRORGANISMOS UTILIZADOS 

Um total de seis cepas de Candida albicans (CRN13, CRN14, CRN17, CRN18, 

CRN27, CRN30) isoladas de pacientes com fungemia foram avaliadas neste estudo (Tabela 

1). Os isolados pertencem à coleção de cultura da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE), Recife-PE, Brasil (Disponível em www.ufpe.br/micoteca). A identificação 

presuntiva dos isolados ocorreu por crescimento em ágar cromogênico e micromorfologia 

em ágar corn meal (CORDEIRO et al., 2018); a confirmação da identificação foi realizada 

por espectrometria de massas (MALDI-TOF MS Autoflex III Bruker Laser nd:yag 

smartbeam, Bruker Daltonics Inc., USA/Germany) e sequenciamento da região ITS 

(LIMA-NETO et al. 2014). 

 

Tabela 1. Identificação e origem das cepas utilizadas nesse estudo.  

Cepas Espécie fúngica Origem de isolamento Finalidade 

CRN13 Candida albicans Sangue Teste 

CRN14 Candida albicans Sangue Teste 

CRN17 Candida albicans Sangue Teste 

CRN18 Candida albicans Sangue Teste 

CRN27 Candida albicans Sangue Teste 

CRN30 Candida albicans Sangue Teste 

ATCC 6258 Candida krusei Escarro Controle 

ATCC 22019 Candida parapsilosis Fezes Controle 

ATCC 10231 Candida albicans Trato respiratório Controle 

ATCC 29213 Staphylococcus aureus Humana Controle 

ATCC 25922 Escherichia coli Humana Controle 

Legenda: ATCC: American Type Culture Collection.  
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5.3 ANTIBACTERIANOS 

Foram testados seis antibacterianos (Tabela 2) empregados nos Serviços de 

Hematologia e Transplante de Medula Óssea de um hospital de referência (Hospital 

Universitário Walter Cantídio da UFC), segundo protocolos consensuais (GUSTINETTI; 

MIKULSKA, 2016) para o tratamento e/ou prevenção de infecções bacterianas. Os 

antibacterianos foram testados na concentração equivalente ao pico plasmático (PP) de cada 

droga: amoxicilina (AMX, Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil), 4 μg/ml; cefepime (CEF, 

Novafarma, Anápolis, Brasil), 126 μg/ml; vancomicina (VAN, Sigma-Aldrich, São Paulo, 

Brasil), 15 μg/ml; amicacina (AMK, Cayman Chemical, Michigan, EUA), 20 μg/ml; 

gentamicina (GEN, Cayman Chemical, Michigan, EUA), 10 μg/ml; e ciprofloxacina (CIP, 

Cayman Chemical, Michigan, EUA), 6,4 μg/ml (BRUNTON, KNOLLMAN e HILAL-

DANDAN, 2018).  

 

Tabela 2. Antibacterianos utilizados nesse estudo 

Antibacteriano Pico plasmático (PP) Fabricante 

Amoxicilina 4 μg/mL Sigma-Aldrich, BR 

Cefepime 126 μg/mL Novafarma, BR 

Vancomicina 15 μg/mL Sigma-Aldrich, BR 

Amicacina 20 μg/mL Cayman Chemical, EUA 

Gentamicina 10 μg/mL Cayman Chemical, EUA 

Ciprofloxacina 6,4 μg/mL Cayman Chemical, EUA 

Legenda: BR: Brasil; EUA: Estados Unidos da América. * Fonte: BRUNTON, KNOLLMAN 

e HILAL-DANDAN, 2018; GOODMAN e GILMAN, 2007. 

 

As soluções de estoque foram diluídas em água destilada estéril de acordo com 

o fabricante, e as cepas de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 

25923 foram utilizadas como controle de qualidade nos testes de sensibilidade aos 

antibacterianos (CLSI, 2014). Para tanto, foram preparados inóculos bacterianos 

correspondentes à escala 0,5 de McFarland (aproximadamente 1 a 2 × 108 células/ml) e o 

teste realizado em microdiluição em caldo com meio de cultura Mueller-Hinton. Os 

breakpoints foram definidos pela concentração inibitória mínima (CIM) capaz de inibir 
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100% o crescimento visual das bactérias (Tabela 3). A leitura ocorreu de acordo com o 

procotolo M100-S24 do CLSI (2014) (Tabela 4). Os testes foram realizados em triplicata. 

 

Tabela 3. Breakpoints de leitura dos antibacterianos em face de Escherichia coli ATCC 25922 e 

Staphylococcus aureus ATCC 25213 

Antibacterianos Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 25213 

Cefepime 0,015 – 0,12 1 – 4 

Amoxicilina <=8 NA 

Vancomicina NA 0,5 – 2 

Amicacina 0,5 – 4 1 – 4 

Gentamicina 0,25 – 1 0,12 - 1 

Ciprofloxacina 0,004 – 0,015 0,12 – 0,5 

Legenda: NA: Não se aplica. Intervalo de CIM em μg/mL. CIM = Concentração Inibitória Mínima * 

Fonte: Manual M100-S24 (CLSI, 2014). 

 

Tabela 4. Breakpoints de interpretação dos antibacterianos em face de Escherichia coli ATCC 25922 e 

Staphylococcus aureus ATCC 25213 

Antibacterianos Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 25213 

S SDD R S SDD R 

Cefepime <=2 4 – 8 >=16 NA NA NA 

Amoxicilina <=8 16 >=32 NA NA NA 

Vancomicina NA NA NA <=2 4 – 8 >=16 

Amicacina <=16 32 >=64 NA NA NA 

Gentamicina <=4 8 >=16 NA NA NA 

Ciprofloxacina <=1 2 >=4 NA NA NA 

Legenda: NA: Não se aplica. Intervalo de CIM em μg/mL. CIM = Concentração Inibitória Mínima; S = 

Sensível; R = Resistente; SDD = Sensível Dose Dependente * Fonte: Manual M100-S24 (CLSI, 2014). 

 

5.4 ETAPAS EXPERIMENTAIS 

Este trabalho foi organizado em duas etapas distintas, de acordo com a sequência 

dos procedimentos representados no organograma da Figura 12. Todos os experimentos 

foram realizados in vitro. A etapa inicial constituiu-se na avaliação do perfil de 

sensibilidade de células planctônicas de Candida albicans (n=6), a fim de se determinar a 
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Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos antifúngicos FLC, ITZ, VRZ, CAS e AMB, 

para cada cepa utilizada. Além disso, foram realizados testes classificando as cepas como 

fraca, moderada e forte produtoras de biofilmes. Também foi avaliado a capacidade de 

formação dos biofilmes contendo três antibacterianos (AMX, CEF e VAN) e lisado celular 

de Escherichia coli ATCC 25922, seguido por um teste de tolerância ao FLC, CAS e AMB. 

Por fim, ocorreram as análises ultraestruturais dos biofilmes por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e microscopia confocal de varredura a laser (CLSM). 

Na segunda etapa do trabalho, estudou-se a habilidade de biofilmes maduros de 

Candida albicans produzirem células persistentes. Além disso, foi avaliado a detecção de 

CP nos biofilmes formados com antibacterianos AMX, CEF, VAN, AMK, GEN e CIP, bem 

como a sensibilidade das CP frente a AMB e suas características ultraestruturais por 

microscopia confocal de varredura a laser (CLSM). 

 

 

 

 

 

 

. 
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Figura 12 – Organograma e etapas experimentais deste estudo. 

  

Legenda: (n) representa a quantidade de cepas utilizadas. CP: Células persistentes; FLC: fluconazol; ITZ: itraconazol; VRZ: voriconazol; CAS: caspofungina; AMB: 

anfotericina B; ATB: antibacterianos; AMB: anfotericina B; AMX: amoxicilina; CEF: cefepime; VAN: vancomicina; AMK: amicacina; GEN: gentamicina; CIP: 

ciprofloxacina; CLSM: microscopia confocal de varredura a laser. MEV: microscopia eletrônica de varredura.  (*) lisado celular de Escherichia coli ATCC 25922. 
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1ª PARTE EXPERIMENTAL 

 

5.5 TESTE DE SENSIBILIDADE PLANCTÔNICA 

O perfil de sensibilidade no crescimento planctônico (n=6) foi determinado pela 

técnica de microdiluição em caldo como descrito no documento M27-A3 (CLSI, 2008). As 

células planctônicas foram avaliadas quanto à sensibilidade frente aos antifúngicos (ATF) 

em ensaios de microdiluição em caldo com concentrações variando de 0,125 a 64 μg/ml 

para fluconazol (FLC, Pfizer, São Paulo, Brasil); 0,032 a 16 μg/ml para itraconazol (ITZ, 

Janssen Pharmaceutical, Beerse, Belgium), voriconazol (VRZ, Pfizer, São Paulo, Brasil) e 

anfotericina B (AMB, Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos); e de 0,016 a 8 μg/ml para 

caspofungina (CAS, Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) (CLSI, 2008). A solução 

estoque de cada ATF foi preparada conforme recomendado pelo documento M27-A3 

(CLSI, 2008).  

Para o teste de sensibilidade, foi preparado inóculo a partir de culturas de C. 

albicans previamente semeadas em ágar batata dextrose e incubadas por 24 horas a 35 ºC. 

As colônias foram suspensas em 5 mL de solução salina estéril (0,9%) e ajustada a 0,5 na 

escala de McFarland. Posteriormente, a suspensão obtida foi diluída em meio RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich, MO, EUA), tamponado com pH 7,0 a 0,165 M de ácido 

morfolinapropanossulfônico (MOPS; Sigma-Aldrich, MO, EUA). nas proporções 1:50 e 

1:20 para obtenção de um inóculo na concentração de 0,5 a 2,5 × 103 células/mL (CLSI, 

2008). Alíquotas de 100 μL do inóculo preparado como anteriormente descrito foram 

adicionadas às placas de cultura de 96 poços já contendo 100 μL de RPMI-1640 

suplementado com cada droga e distribuídas em diluições seriadas. Como controle de 

crescimento, foram utilizados poços contendo o inóculo e o meio RPMI sem a adição de 

droga. As placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas (CLSI, 2008). 

Os breakpoints foram definidos pela concentração inibitória mínima (CIM) 

capaz de inibir 50% do crescimento fúngico para os triazólicos (FLC, ITZ e VRZ) e 100% 

para AMB e CAS (Tabela 5). A leitura ocorreu de acordo com o manual M27-A3 do CLSI 

(2008) (Tabela 6) e foi classificado o Cutoff Epidemiológico (μg/mL), classificando os 

isolados como do tipo selvagem e tipo não-selvagem (Tabela 7) (PFALLER e DIEKEMA, 

2012; PFALLER et al., 2012a; PFALLER et al., 2011a; PFALLER et al., 2011b; CLSI, 
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2008). Todos os ensaios foram realizados em duplicata e as cepas C. parapsilosis ATCC 

22019 e C. krusei ATCC 6258 foram incluídas como controles de qualidade para fase 

planctônica do teste de sensibilidade em caldo (CLSI, 2008). 

 

 

Tabela 5. Breakpoints de interpretação dos antifúngicos em face de Candida spp. 

Antifúngicos Candida albicans Candida parapsilosis Candida krusei 

S SDD R S SDD R S SDD R 

Anfotericina B <=1 - >1 <=1 - >1 <=1 - >1 

Caspofungina <=0,25 0,5 >=1 <=2 4 >=8 <=0,25 0,5 >=1 

Itraconazol <=0,125 0,25 – 0,5 >=1 <=0,125 0,25 – 0,5 >=1 <=0,125 0,25 – 0,5 >=1 

Fluconazol <=2 4 >=8 <=2 4 >=8  IR IR IR 

Voriconazol <=0,125 0,25 – 0,5 >=1 <=0,125 0,25 – 0,5 >=1 <=0,5 1 >=2 

Legenda: Intervalo de CIM em μg/mL. CIM = Concentração Inibitória Mínima; S = Sensível; R = Resistente; SDD = 

Sensível Dose Dependente; IR = Intrinsicamente Resistente * Fonte: Manual M27-A3 (CLSI, 2008). 

 

 

 

Tabela 6. Breakpoints de leitura dos antifúngicos em face de Candida parapsilosis ATCC 

22019 e Candida krusei ATCC 6258 

Antifúngicos Candida parapsilosis ATCC 22019 Candida krusei ATCC 6258 

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 

Anfotericina B 0,25 - 2 0,5 - 4 0,5 - 2 1 - 4 

Caspofungina 0,25 - 1 0,5 - 4 0,06 - 1 0,25 - 1 

Itraconazol 0,06 – 0,5 0,06 – 0,5 0,12 - 1 0,25 - 1 

Fluconazol 0,5 - 4 1 - 4 8 - 64 16 - 128 

Voriconazol 0,016 – 0,12 0,03 – 0,25 0,06 – 0,5 0,12 - 1 

Legenda: Intervalo de CIM em μg/mL. CIM = Concentração Inibitória Mínima * Fonte: Manual 

M27-A3 (CLSI, 2008). 
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Tabela 7. Cutoff  Epidemiológico (μg/mL) para Candida albicans 

Antifúngicos Candida albicans 

Selvagem Não Selvagem 

Anfotericina B <=2 >2 

Caspofungina <=0,125 >=0,125 

Itraconazol <=0,125 >0,125 

Fluconazol <=0,5 >0,5 

Voriconazol <=0,03 >0,03 

Legenda: Intervalo de CIM em μg/mL. 

* Cutoff epidemiológico: valor de CIM que separa as cepas selvagens das não selvagens. É 

definido com base na distribuição normal dos valores de CIM de uma determinada droga ante 

a uma dada espécie de microrganismo. 95% das cepas de uma determinada espécie são 

classificadas como selvagens. 

Fontes: PFALLER e DIEKEMA, 2012; PFALLER et al., 2012a; PFALLER et al., 2011a; 

PFALLER et al., 2011b; CLSI, 2008. 

 

 

5.6 LISADO CELULAR DE Escherichia coli 

Visando simular um cenário de disbiose, ocasionado pelo uso de antibacterianos 

de amplo espectro, foi preparado um lisado celular de Escherichia coli ATCC 25922. O 

intuito é fornecer, para os isolados de C. albicans, moléculas (LPS, peptideoglicano, 

proteínas, aminoácidos e DNA extracelular) oriundas da lise celular de bactérias presentes 

na microbiota. Para obtenção do lisado celular, culturas de E. coli ATCC 25922 foram 

repicadas em ágar BHI (Brain Heart Infusion; HiMedia Laboratories, Índia) e mantidas por 

24 horas a 37 ºC. Posteriormente, foi ajustada uma suspensão em RPMI-1640 com turbidez 

equivalente a 2 na escala de McFarland (6 × 108 células/mL) e adicionado cefepime na 

concentração de PP. Após 24 horas de incubação à 37 ºC, a suspensão foi filtrada em 

membrana 0,22 μm, o lisado obtido foi armazenado a -20 ºC e diluído no momento de uso. 

 

5.7 TESTES EM BIOFILMES 

Os biofilmes foram formados de acordo com a metodologia descrita por 

Cordeiro et al. (2015). As cepas de C. albicans (n=6) foram cultivadas em ágar batata-

dextrose (PDA, Himedia, Mumbai, Índia) à 37°C por 24 horas. Alíquotas de 100 µl de 
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suspensão fúngica, contendo inóculo de aproximadamente 3 x 10⁶ células/ml, foram 

ajustadas em meio RPMI-1640 e transferidas para microplacas de poliestireno de 96 poços 

de fundo chato, contendo 100 µl de RPMI. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas 

para maturação do biofilme. 

 

5.7.1 Classificação quanto à formação de biofilme 

Para verificar a capacidade de formação de biofilme dos seis isolados de C. 

albicans, foi aplicada a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2000). Os biofilmes 

foram formados como descrito acima e determinado o valor de densidade óptica (DO) pela 

técnica colorimétrica de quantificação de biomassa por cristal violeta (PEETERS, NELIS e 

COENYE, 2008). O teste foi realizado em triplicata e os poços contendo apenas meio de 

cultura sem inóculo foram utilizados como controle negativo. Os valores de ponto de corte 

(DOc) para o ensaio de formação do biofilme foram definidos como três desvios padrões 

acima da média da densidade óptica do controle negativo. As cepas foram classificadas em 

quatro categorias: não produtoras de biofilme (DO≤DOc), fracas produtoras 

(DOc<DO≤2xDOc), moderadas produtoras (2xDOc<DO≤4xDOc) e fortes produtoras 

(4xDOc<DO) (STEPANOVIC et al., 2000). 

 

5.7.2 Atividade dos antibacterianos e lisado celular no desenvolvimento dos 

biofilmes de Candida albicans 

O efeito dos antibacterianos (AMX, CEF e VAN) e lisado celular no 

desenvolvimento dos biofilmes de C. albicans, foi realizado segundo Cordeiro et al. (2019). 

Os biofilmes foram formados de acordo com a metodologia descrita por Cordeiro et al. 

(2015). As cepas de C. albicans (n=6) foram cultivadas em ágar batata-dextrose (PDA, 

Himedia, Mumbai, Índia) à 37°C por 24 horas. Alíquotas de 100 µl de suspensão fúngica, 

contendo inóculo de aproximadamente 3 x 10⁶ células/ml, foram ajustadas em meio RPMI-

1640 e transferidas para microplacas de poliestireno de 96 poços de fundo chato, contendo 

100 µl de RPMI-1640 suplementado com antibacterianos (AMX, CEF e VAN) na 

concentração de PP ou lisado celular na concentração de 1:1. As placas foram incubadas a 

37°C por 48 horas para maturação do biofilme. Posteriormente, os biofilmes maduros foram 

avaliados pelo ensaio de redução de MTT e quantificação da biomassa por cristal violeta 
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(RISS, et al. 2013; KUMAR, NAGARAJAN e UCHIL, 2018; PEETERS, NELIS e 

COENYE, 2008). Os controles foram conduzidos em meio RPMI-1640 livre de 

antibacterianos e todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

5.7.3 Efeito dos antibacterianos e lisado celular na tolerância dos biofilmes de 

Candida albicans frente aos antifúngicos 

A tolerância antifúngica frente aos biofilmes de C. albicans formados na 

presença dos antibacterianos (AMX, CEF e VAN) e lisado celular, ocorreu de acordo com 

a metodologia descrita por Cordeiro et al. (2019). Os biofilmes foram formados em 

microplacas de 96 poços, contendo meio RPMI-1640 suplementados com AMX, CEF e 

VAN na concentração de PP ou lisado celular na concentração de 1:1. Após 48 horas de 

maturação do biofilme a 37 ºC, os biofilmes maduros foram lavados com PBS (Phosphate-

Buffered Saline), tratados com ATF nas concentrações de AMB a 5 μg/ml, FLC a 40 μg/ml 

e CAS a 0,31 μg/ml. As concentrações correspondem a 10 vezes a CIM de cada droga frente 

as células planctônicas. Após 48 horas de incubação a 37 ºC, os biofilmes foram novamente 

lavados com PBS e avaliados para atividade metabólica e produção de biomassa (RISS, et 

al. 2013; KUMAR, NAGARAJAN e UCHIL, 2018; PEETERS, NELIS e COENYE, 2008). 

Os controles foram conduzidos em meio RPMI-1640 livre de antibacterianos e todos os 

ensaios foram realizados em triplicata. 

 

5.7.4 Ação dos antibacterianos na morfologia e ultraestrutura dos biofilmes 

produzidos por Candida albicans 

O efeito dos antibacterianos (AMX, CEF e VAN) na morfologia e ultraestrutura 

dos biofilmes de C. albicans foi avaliado por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

(CORDEIRO et al., 2017) e microscopia confocal (CLSM) conforme Kagan e 

colaboradores (2014). Para análise, foi escolhida a cepa CRN18 devido seu melhor estímulo 

frente aos antibacterianos testados. Para ambas as análises, os biofilmes foram formados 

em lâminas Thermanox® (Thermo Fisher Scientific, NY, Estados Unidos) em meio RPMI 

suplementado com cada antibacteriano individualmente na concentração de PP de cada 

droga. Além disso, também foi avaliado o efeito dos antibacterianos na tolerância dos 

biofilmes de C. albicans frente aos antifúngicos FLC e CAS. Após formação dos biofilmes 
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em Thermanox®, contendo meio RPMI-1640 suplementados com AMX, CEF ou VAN. Os 

biofilmes foram tratados com concentrações de FLC a 40 μg/ml e CAS a 0,31 μg/ml e 

examinados por MEV e CLSM. 

Para análise de MEV, os biofilmes formados em Thermanox® foram fixados 

com glutaraldeído a 2,5% em tampão de cacodilato de sódio 0,15 M contendo azul de alcian 

(0,01%) e incubados a 4 ºC durante a noite. Em seguida, os biofilmes foram lavados duas 

vezes com tampão cacodilato 0,15 M por 5 min e submetidos à desidratação alcoólica 

crescente em etanol [50, 70, 80, 95 e 100% (duas vezes), 10 min cada]. Posteriormente, as 

lâminas foram secas com hexametildisilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 

minutos e depois incubadas durante a noite em um dessecador. Para avaliação, as lâminas 

de Thermanox® contendo os biofilmes, foram revestidas com ouro de 10 nm (Emitech 

Q150T, Lewes, Reino Unido) e examinadas em MEV (FEI Inspect S50, OR, Estados 

Unidos) no modo de alto vácuo a 15 Kv (CORDEIRO et al., 2017). 

Para CLSM, os biofilmes em Thermanox® foram corados com o kit 

Live/DeadTM (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA). Análises foram 

realizadas em microscópio confocal Nikon C2 C (Nikon, Melville, NY, EUA), a 488 nm, 

para a detecção de SYTO 9 (células viáveis) e a 561 nm, para detecção de iodeto de propídio 

(células mortas/danificadas). As imagens foram processadas usando o Software ImageJ e 

os gráficos foram gerados utilizando a média das imagens (COLLINS, 2007). 

 

2ª PARTE EXPERIMENTAL 

 

5.8 CÉLULAS PERSISTENTES 

A presença de células persistentes (CP) em biofilmes de C. albicans (n=6) foi 

avaliada de acordo com a metodologia descrita por LaFleur, Kumamoto e Lewis (2006). Os 

biofilmes maduros foram lavados com PBS (Phosphate-Buffered Saline), tratados com 100 

µg/ml de AMB e incubados a 37°C por mais 24 horas. Em seguida, os poços foram 

novamente lavados com PBS, raspados com ponteira estéril, as células ressuspensas em 200 

µl de PBS e o conteúdo vigorosamente vortexado. As suspensões foram diluídas 

seriadamente, semeadas em ágar batata-dextrose (PDA, Himedia, Mumbai, Índia) e 

incubadas a 37°C por 24 horas para contagem de células viáveis. As células que 
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sobreviveram à exposição de 100 µg/ml de AMB foram consideradas células persistentes 

(LAFLEUR, KUMAMOTO e LEWIS, 2006). Os biofilmes formados em meio RPMI-1640 

e não tratados com AMB foram incluídos como controle de crescimento dos biofilmes. 

Além disso, C. albicans ATCC 10231 foi incluída como controle para validação da 

metodologia descrita por LaFleur, Kumamoto e Lewis (2006), pois foi demonstrado que 

produz células dormentes na presença de AMB (Boucherit et al., 2007). Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata, em dois experimentos independentes. 

 

5.8.1 Detecção de células persistentes em biofilmes de C. albicans formados com 

antibacterianos 

Os biofilmes foram formados em microplacas de 96 poços contendo RPMI-1640 

suplementados com AMX (4 μg/ml), CEF (126 μg/mL), VAN (15 μg/mL), AMK (20 

μg/ml), GEN (10 μg/ml) ou CIP (6,4 μg/ml) segundo Cordeiro et al. (2019). Após 48 horas 

de incubação a 37 ºC, os biofilmes foram tratados com 100 µg/ml de AMB e processadas 

como descrito acima. Biofilmes formados em meio RPMI-1640 sem antibacterianos foram 

incluídos como controle de crescimento do biofilme. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata.  

 

5.8.2 Sensibilidade de células persistentes frente à AMB 

Visando a validação das CP, o perfil de sensibilidade à AMB foi determinado 

pela técnica de microdiluição em caldo como descrito no documento M27-A3 (CLSI, 2008). 

CP obtidas foram avaliadas quanto à sensibilidade frente à AMB em ensaio de 

microdiluição em caldo com concentrações variando de 0,032 a 16 μg/ml (CLSI, 2008). Os 

testes foram realizados da seguinte forma: (1) células planctônicas cultivadas em RPMI sem 

antibacterianos (CLSI, 2008); (2) células desagregadas de biofilmes maduros (48 h) 

formadas em RPMI sem antibacterianos; (3) CP de biofilmes maduros (48 h) formadas em 

RPMI sem antibacterianos; (4) CP de biofilmes maduros (48 h) formadas em RPMI 

suplementado com AMOX, CEF, VAN, AMK, GEN ou CIP em concentrações de PP. A 

concentração inibitória mínima (CIM) foi definida como a menor concentração capaz de 

inibir 100% do crescimento fúngico (CLSI, 2008). Os isolados foram testados em duplicata 

e as cepas C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram incluídos como 
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controles de qualidade para fase planctônica do teste de sensibilidade em caldo (CLSI, 

2008). 

 

5.8.3 Estrutura e morfologia das células persistentes 

O efeito dos antibacterianos (AMX, CEF, VAN, AMK, GEN e CIP) na 

morfologia e ultraestrutura das células persistentes de C. albicans foi avaliada por 

microscopia confocal (CLSM) conforme Kagan e colaboradores (2014). Para análise, foi 

escolhida a cepa CRN18 devido seu melhor estímulo na produção de CP, frente aos 

antibacterianos testados. Os biofilmes foram formados em lâminas Thermanox® (Thermo 

Fisher Scientific, NY, Estados Unidos) em meio RPMI suplementado com cada 

antibacteriano individualmente. Após o tratamento com 100 µg/ml de AMB por 24 horas, 

as CPs foram examinadas por CLSM. Para tanto, as células foram coradas com o kit 

Live/DeadTM (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA). Análises foram 

realizadas em microscópio confocal Nikon C2 C (Nikon, Melville, NY, EUA), a 488 nm, 

para a detecção de SYTO 9 (células viáveis) e a 561 nm, para detecção de iodeto de propídio 

(células mortas/danificadas). As imagens foram processadas usando o Software ImageJ 

(COLLINS, 2007).  

 

5.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para representação gráfica e análise estatística, foi utilizado o software 

GraphPad Prism® 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As variáveis foram 

comparadas por análise de variância (ANOVA) seguida por Teste Turkey para comparação 

múltipla ou por teste t pareado, conforme apropriado. Valores de P inferiores a 0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos.  
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6. RESULTADOS 

1ª PARTE EXPERIMENTAL 

 

6.1 ANTIBACTERIANOS 

Os resultados obtidos para validação dos antibacterianos estão descritos na 

Tabela 8. Como esperado, os isolados de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus 

aureus ATCC 25213 foram sensíveis à todos os antibacterianos testados. 

 

Tabela 8.  Concentrações inibitórias mínimas (CIM) de cefepime, amoxicilina, vancomicina, amicacina, 

gentamicina e ciprofloxacina frente as cepas de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus 

ATCC 25213 

 

Cepas 

 

Drogas (μg/ml) 

CEF AMX VAN AMK GEN CIP 

Escherichia coli ATCC 25922 0,062 4 NA 0,5 0,5 0,015 

Staphylococcus aureus ATCC 25213 2 NA 0,5 1 0,25 0,25 

Legenda: CEF: cefepime; AMX: amoxicilina; VAN: vancomicina; AMK: amicacina; GEN: gentamicina; 

CIP: ciprofloxacina. NA: não se aplica. As CIMs são expressas em μg/mL. ATCC: American Type Culture 

Collection. 

 

6.2 TESTE DE SENSIBILIDADE PLANCTÔNICA 

Os resultados obtidos para sensibilidade planctônica de C. albicans são 

expressos na Tabela 9. Cinco das seis cepas testadas se mostraram sensíveis aos azólicos, 

com CIMs variando para FLC e ITZ entre 0,125 a 0,25 μg/ml e 0.062 a 0,031 μg/ml, 

respectivamente. Entretanto, a cepa CRN13 apresentou CIM de 4 μg/ml para FLC, sendo 

considerada dose-dependente. Além disso, a cepa CRN13 foi considerada cepa não 

selvagem de acordo com o documento do CLSI, 2008. Já para VRZ, cinco das seis cepas 

testadas foram sensíveis, com CIM de 0,031 μg/ml. Entretanto, a cepa CRN18 foi 

interpretada como resistente (CIM = 1 μg/ml) e considerada não selvagem. Observou-se 

que a AMB inibiu o crescimento planctônico de C. albicans, apresentando CIM variando 

entre 0,25 a 1 μg/ml. Os resultados obtidos para as cepas padrões C. parapsilosis ATCC 

22019 e C. krusei ATCC 6258 foram compatíveis com o documento M27-A3 do CLSI, 

validando o teste de sensibilidade. 
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Tabela 9.  Concentrações inibitórias mínimas (CIM) de fluconazol, itraconazol, voriconazol, 

caspofungina e anfotericina B frente aos isolados de Candida albicans 

 

Cepas 

 

Drogas (μg/ml) 

FLC ITZ VRZ CAS AMB 

CRN13 4 (SDD; NS) 0,062 0,031 0,031 0,5 

CRN14 0,25 0,062 0,031 0,125 0,5 

CRN17 0,25 0,062 0,031 0,031 0,5 

CRN18 0,25 0,062 1 (R, NS) 0,5 (SDD, NS) 1 

CRN27 0,125 0,031 0,031 0,125 0,5 

CRN30 0,125 0,062 0,031 0,062 0,25 

C. parapsilosis ATCC 22019 0,5 0,062 0,031 0,25 0,5 

C. krusei ATCC 6258 16 0,25 0,125 0,25 1 

Legenda: FLC: fluconazol; ITZ: itraconazol; VRZ: voriconazol; CAS: caspofungina e AMB: 

anfotericina B. CIM: concentração inibitória mínima referente a 100%. As CIMs são expressas em 

μg/mL. SDD: sensibilidade dose-dependente; NS: cepa não selvagem; R: Resistente; ATCC: 

American Type Culture Collection. 

 

6.3 TESTES EM BIOFILMES 

6.3.1 Classificação quanto à formação de biofilme 

Todos os isolados clínicos de C. albicans foram capazes de formar biofilme em 

placas de poliestireno, sendo classificados como fortes produtoras de biofilme, com 

densidade óptica (DO) maior que quatro vezes o ponto de corte (DOc) (Figura 13). 

 

Figura 13 – Quantificação do biofilme de cepas de C. albicans incluídas neste estudo. 

 

Legenda:  Biofilmes foram formados em microplacas de poliestireno e corados pelo método de cristal violeta. 

As cepas foram classificadas como fortes produtoras de biofilme, segundo Stepanovic et al. (2000). Dados 

expressos em absorbância a 590 nm. 
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6.3.2 Atividade dos antibacterianos e lisado celular no desenvolvimento dos 

biofilmes de Candida albicans 

A atividade dos antibacterianos (AMX, CEF e VAN) e lisado celular de E. coli 

ATCC 25922 no desenvolvimento dos biofilmes de C. albicans, estão descritos na Figura 

14. Para AMX foi observado um estímulo na atividade metabólica e biomassa em 3/6 cepas 

testadas, com diferença de até 48%. Já para o cefepime, foi observado um estímulo de até 

70% para atividade metabólica e até 25% para biomassa em 5/6 e 3/6 cepas, 

respectivamente. A VAN também apresentou um aumento na atividade metabólica e 

biomassa dos biofilmes, com diferença estatística significativa de até 50% em 4/6 cepas e 

até 25% em 5/6 cepas, respectivamente. O lisado celular influenciou positivamente em 2/6 

cepas para a atividade metabólica e 3/6 cepas para quantificação de biomassa, apresentando 

um biofilme mais robusto, com diferença em até 30% quando comparado ao biofilme 

formado apenas com meio de cultura. 
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Figura 14 – Biofilmes de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos ou lisado celular. 

 

Legenda: Os resultados expressos em porcentagem (média ± DP) para ensaio colorimétrico de redução de MTT (A; B; C; D) e coloração por cristal violeta (E; F; 

G; H). Biofilmes formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos na concentração de PP de cada droga ou lisado celular na concentração de 1:1 (barras 

cinzas). Asteriscos (*) representam diferença estatística significativa (p<0,05) quando comparadas aos biofilmes formados apenas em meio de cultivo (barras 

coloridas).
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6.3.3 Efeito dos antibacterianos e lisado celular na tolerância dos biofilmes de 

Candida albicans frente aos antifúngicos 

A tolerância antifúngica ao FLC e CAS nos biofilmes de C. albicans formados 

com antibacterianos (AMX, CEF e VAN) e lisado celular de E. coli ATCC 25922, estão 

descritos na Figura 15 e Figura 16, respectivamente. Para FLC, os biofilmes formados 

com AMX apresentaram maior tolerância em 3/6 cepas, com diferença estatística 

significativa em até 40% para atividade metabólica e até 30% para biomassa. Já para os 

biofilmes formados com CEF, foi observado que 2/6 cepas suportaram o tratamento, com 

diferença em até 25% para atividade metabólica e até 20% para biomassa. Para os biofilmes 

formados com VAN todas as cepas se mostraram tolerantes ao FLC, apresentando diferença 

estatística significativa de até 50% para atividade metabólica e até 40% para biomassa. Os 

biofilmes formados com lisado celular e tratados com FLC, apresentaram um aumento de 

até 55% para atividade metabólica em 4/6 cepas testadas e uma maior biomassa em até 40% 

para 5/6 cepas, quando comparado ao biofilme formado apenas com meio de cultura e 

tratados com FLC. 

Para CAS, os biofilmes formados com AMX apresentaram maior tolerância ao 

antifúngico, com aumento de até 30% para atividade metabólica em 4/6 cepas e até 50% 

para biomassa em 2/6 cepas testadas. Os biofilmes formados com CEF evidenciaram que 

1/6 cepas testadas apresentou um aumento de 40% na sua atividade metabólica. Já para os 

biofilmes formados com VAN, 5/6 cepas apresentaram um aumento de até 35% para 

atividade metabólica e 2/6 cepas testadas um aumento de até 45% para biomassa. Para os 

biofilmes formados com lisado celular, foi possível notar um aumento na atividade 

metabólica de até 30% em 3/6 cepas e um aumento de biomassa em até 20% em 2/6 cepas 

testadas, quando comparado ao biofilme formado apenas com meio de cultivo e 

posteriormente tratados com CAS. Os biofilmes de C. albicans formados com 

antibacterianos (AMX, CEF e VAN) e lisado celular de E. coli ATCC 25922, não 

influenciaram na tolerância a AMB (Figura 17). 

  



74 

 
 

 

 

 

Figura 15 – Sensibilidade ao Fluconazol (FLC) frente aos biofilmes de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos ou lisado 

celular 

  

Legenda: Os resultados são expressos em porcentagem (média ± DP) para ensaio colorimétrico de redução do MTT (A; B; C; D) e coloração por cristal violeta (E; 

F; G; H). Biofilmes formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos na concentração de PP de cada droga ou lisado celular na concentração de 1:1 e 

posteriormente tratados com FLC a 40 μg/ml (barras cinzas). Controle de crescimento livre de drogas representado por barras coloridas. Asteriscos (*) representam 

diferença estatística significativa (p<0,05) quando comparadas aos biofilmes formados apenas em meio de cultivo e posteriormente tratados com FLC (barras pretas).



75 

 
 
 

 

 

Figura 16 – Sensibilidade a Caspofungina (CAS) frente aos biofilmes de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos ou lisado 

celular 

 

Legenda: Os resultados são expressos em porcentagem (média ± DP) para ensaio colorimétrico de redução do MTT (A; B; C; G) e coloração por cristal violeta (E; F; G; 

H). Biofilmes formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos na concentração de PP de cada droga ou lisado celular na concentração de 1:1 e posteriormente 

tratados com CAS a 0,31 μg/ml (barras cinzas). Controle de crescimento livre de drogas representado por barras coloridas. Asteriscos (*) representam diferença estatística 

significativa (p<0,05) quando comparadas aos biofilmes formados apenas em meio de cultivo e posteriormente tratados com CAS (barras pretas).
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Figura 17 – Sensibilidade a Anfotericina B (AMB) frente aos biofilmes de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos ou lisado 

celular 

 
Legenda: Os resultados são expressos em porcentagem (média ± DP) para ensaio colorimétrico de redução do MTT (A; B; C; D) e coloração por cristal violeta (E; 

F; G; H). Biofilmes formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos na concentração de PP de cada droga ou lisado celular na concentração de 1:1 e 

posteriormente tratados com AMB a 5 μg/ml (barras cinzas). Controle de crescimento livre de drogas representado por barras coloridas. Asteriscos (*) representam 

diferença estatística significativa (p<0,05) quando comparadas aos biofilmes formados apenas em meio de cultivo e posteriormente tratados com AMB (barras 

pretas). 
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6.3.4 Ação dos antibacterianos na morfologia e ultraestrutura dos biofilmes 

produzidos por Candida albicans 

A morfologia e ultraestrutura dos biofilmes de Candida albicans (CRN18) 

formados em meio de cultivo e suplementado com antibacterianos (AMX, CEF ou VAN), 

estão descritos Figura 18. Os resultados obtidos, demonstraram que após 48 horas de 

formação, os biofilmes estão constituídos por células viáveis (verde) em sua maioria, com 

escassez de células danificadas (vermelho), e são compostas por blastoconídeos, pseudo-

hifas ou hifas verdadeiras. Os biofilmes de C. albicans (CRN18) formados com CEF 

aumentaram seu biovolume (Figura 19A), porém não foram capazes de influenciar na sua 

espessura (p>0,05) (Figura 19B). Os biofilmes formados com VAN apesentaram maior 

biovolume e espessura quando comparados aos seus controles de crescimento formado 

apenas em meio de cultivo (Figura 19A; 19B). Não foram observadas diferenças 

estatísticas significativas frente ao biovolume e espessura dos biofilmes formados com 

AMX. 
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Figura 18 – Imagens de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) e microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) de biofilmes de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com 

antibacterianos 

 
Legenda: Imagens de CLSM (A, C, E e G) e MEV (B, D, F e H) de biofilmes de Candida albicans (CRN18) 

formados em meio RPMI livre de drogas (A e B) ou suplementado com antibacterianos na concentração de 

PP (C; D; E; F; G e H). Ampliação: 3000x para MEV e 400x para CLSM.  
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Figura 19 – Efeito dos antibacterianos em face do biovolume e espessura dos biofilmes de Candida albicans 

formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos 

 
Legenda: Efeito dos antibacterianos: amoxicilina (AMX), cefepime (CEF) e vancomicina (VAN) na 

concentração de PP (barras cinzas) em face do biovolume (A) e à espessura (B) dos biofilmes de Candida 

albicans (CRN18) analisados por microscopia confocal de varredura a laser – CLSM. Asteriscos (*) 

representam diferença estatística significativa (p<0,05) quando comparadas aos biofilmes formados apenas 

em meio de cultivo (barras verdes). 

 

 

Após 72 horas de formação do biofilme, permanece a predominância de 

blastoconídeos, pseudo-hifas ou hifas verdadeiras aderidas, ressaltando a presença de um 

biofilme robusto (Figura 20A). Os biofilmes tratados com FLC apresentaram uma discreta 

redução celular, porém a concentração testada foi capaz de manter sua viabilidade (Figura 

20B). Entretanto, os biofilmes formados com AMX e posteriormente tratados com FLC, 

apresentaram uma estrutura similar ao biofilme formado apenas com meio de cultivo 

(Figura 20C). O biofilme formado com CEF e depois tratado com FLC, evidenciou um 

maior número de pseudo-hifas (Figura 20D). Para o biofilme formado com VAN e tratado 

com FLC, constatou-se um maior número de bastoconídeos (Figura 20E). Além disso, foi 

observado um aumento significativo de biovolume e espessura para os biofilmes formados 

com os antibacterianos (AMX, CEF e VAN) e posteriormente tratados com FLC, quando 

comparados ao controle de crescimento formado apenas em meio de cultivo (Figura 21A; 

21B). 

Os biofilmes maduros de C. albicans (CRN18) tratados com CAS, evidenciaram 

uma completa destruição da sua estrutura e morfologia celular, apresentando uma redução 

de células viáveis (Figura 20F). Entretanto, os biofilmes formados com AMX, CEF, VAN 

e posteriormente tratados com CAS, demonstraram um aumento na sua viabilidade e 

ultraestrutura dos biofilmes (Figura 20G; 6H; 6I). Também foi observado um aumento de 

pseudo-hifas ou hifas verdadeiras e blastoconídeos para o biofilme formado com CEF e 
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VAN, respectivamente (Figura 20H; 6I). Além disso, foi observado um aumento 

significativo de biovolume e espessura para os biofilmes formados com antibacterianos 

(AMX, CEF e VAN) e posteriormente tratados com CAS, quando comparados ao controle 

de crescimento formado apenas com meio de cultivo (Figura 21C; 22D). 
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Figura 20 – Imagens de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) de biofilmes de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos 

e posteriormente tratados com Fluconazol ou Caspofungina 

 

Legenda: Imagens de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) de biofilmes de Candida albicans (CRN18) formados em meio RPMI sem antibacterianos (A, 

B e F) ou suplementado com AMX (C e G), CEF (D e H) ou VAN (E e I) na concentração de PP e posteriormente tratados com FLC a 40 μg/ml (B-E) ou CAS a 0,31 

μg/ml (F-I). Ampliação: 400x.
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Figura 21 – Sensibilidade ao Fluconazol ou Caspofungina em face do biovolume e espessura dos biofilmes 

de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos 

 
Legenda: Sensibilidade ao Fluconazol (FLC) ou Caspofungina (CAS) em face do biovolume (A, C) e à 

espessura (B, D) dos biofilmes de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com 

antibacterianos: amoxicilina - AMX, cefepime - CEF ou vancomicina - VAN na concentração de PP e 

posteriormente tratados com FLC a 40 μg/ml ou CAS a 0,31 μg/ml (barras cinzas) analisados por microscopia 

confocal de varredura a laser – CLSM. Controle de crescimento livre de drogas representado por barras verdes. 

Asteriscos (*) representam diferença estatística significativa (p<0,05) quando comparadas aos biofilmes 

formados apenas em meio de cultivo e posteriormente tratados com FLC ou CAS (barras pretas). 

 

2ª PARTE EXPERIMENTAL 

 

6.4 CÉLULAS PERSISTENTES 

A contagem de unidade formadora de colônias (UFC/mL) evidenciou a presença 

de células persistentes em todos os biofilmes de C. albicans (n=6) após exposição à 100 

μg/mL de AMB (Figura 22A). A contagem do número de células variou entre 2,5 à 6 x 102 

CFU/ml para C. albicans. Os controles de crescimento dos biofilmes variaram de 1,8 à 3 x 

105 UFC/mL. As células persistentes consistiram em até 0,3% das células viáveis presentes 

nos biofilmes de C. albicans isoladas de fungemia (Figura 22B). 
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Figura 22 – Detecção de células persistentes em biofilmes de C. albicans. 

 

Legenda: Dados expressos em unidades formadoras de colônias - CFU/mL (A) e porcentagem (B). Células 

persistentes extraídas de biofilmes maduros após tratamento com AMB a 100 μg/ml (barras vermelhas). 

Controles de crescimento dos biofilmes cultivados em meio de cultivo e não tratados com AMB (barras 

pretas). Os valores são apresentados como média ± DP. Asteriscos (*) representam diferença estatística 

significativa quando comparadas aos seus respectivos controle de crescimento (p<0,05). 

 

6.4.1 Detecção de células persistentes em biofilmes de C. albicans formados com 

antibacterianos 

Foi observado um aumento do número de CP (p<0.05) em biofilmes formados 

em meio RPMI suplementado com AMX, CEF, VAN, GEN ou CIP, quando comparados 

aos controles cultivados em meio RPMI sem antibacterianos (Figura 23). AMX estimulou 

2/6 cepas de C. albicans isoladas de fungemia, aumentando em até 3x o número de células 

persistentes quando comparado ao controle livre de drogas. O CEF e a GEN foram capazes 

de estimular 3/6 cepas testadas, elevando em até 4x e 5x o número de células persistentes, 

respectivamente. As maiores variações no número de CP foram observadas em biofilmes 

formados com VAN e CIP, estimulando 4/6 e 5/6 cepas, respectivamente. O aumento do 

número de células persistentes foi de até 3x para VAN e variou de 4x a 8x para CIP, quando 

comparado ao controle formado apenas com meio de cultivo. Os biofilmes de C. albicans 

formados com AMK, não apresentaram diferenças estatísticas significativas na produção 

de células persistentes. 
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Figura 23 – Detecção de células persistentes em biofilmes de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos 

 

Legenda: Células persistentes (CP) extraídas de biofilmes maduros de Candida albicans formados em meio RPMI (barras pretas) ou meio RPMI suplementado com 

antibacterianos na concentração de PP de cada droga (barras cinzas). Asteriscos (*) representam diferença estatística significativa (p<0,05) quando comparadas as 

CP extraídas de biofilmes formados apenas em meio de cultivo. Controles de crescimento dos biofilmes cultivados em meio RPMI e não tratados com AMB à 100 

μg/ml (barras vermelhas). 
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6.4.2 Sensibilidade de células persistentes frente à AMB 

Para confirmar que a recuperação era efetivamente de CP, foi avaliado o perfil 

de sensibilidade frente a AMB para células planctônicas, células de biofilme e CP de C. 

albicans isoladas após contato com antibacterianos: AMX, CEF, VAN, AMK, GEN e CIP 

(Tabela 10). Os testes controles com células planctônicas e células isoladas dos biofilmes 

maduros, formados apenas com meio de cultivo, foram sensíveis a AMB, com CIM 

variando em 0,125 a 1 μg/ml e 0,125 a 0,5 μg/ml, respectivamente. As células persistentes 

obtidas de biofilmes cultivados com ou sem antimicrobianos (AMX, CEF, VAN, AMK, 

GEN e CIP) também evidenciaram uma sensibilidade à AMB, com valores de CIM 

variando de 0,062 a 0,25 μg/ml. Além disso, as CIM’s planctônicos de AMB para as cepas 

controle C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 estavam de acordo com as 

diretrizes do CLSI (CLSI, 2008), validando os testes realizados. 

 

6.4.3 Estrutura e morfologia das células persistentes 

A morfologia das CP de C. albicans (CRN18) foi avaliada por microscopia 

confocal de varredura a laser (CLSM) (Figura 24). O biofilme controle formado em meio 

de cultivo livre de antibacterianos, apresentou uma estrutura robusta, com elevada 

densidade, presença de blastoconídeos e pseudo-hifas preservadas no interior do biofilme. 

AMB na concentração de 100 μg/ml foi capaz de desestruturar o biofilme, rompendo sua 

estrutura tridimensional, apresentando escassez de matriz extracelular, poucos 

blastoconídeos viáveis (células persistentes) e/ou danificados. Os biofilmes formados com 

antibacterianos (AMO, VAN, GEN e CIP) e posteriormente tratados com AMB à 100 

μg/ml, demonstraram um maior número de blastoconídeos viáveis quando comparados ao 

biofilme formado apenas em meio de cultivo e posteriormente tratado com AMB. 
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Tabela 10.  Concentrações inibitórias mínimas (CIM) de anfotericina B frente as células planctônicas, células de biofilme e células persistentes de Candida albicans isoladas após contato 

com antibacterianos: amoxicilina, cefepime, vancomicina, amicacina, gentamicina e ciprofloxacina. 

Cepas AMB (μg/ml) 

Células 

planctônicas a 

Células de 

biofilme b 

Células 

persistentes c 

Células 

persistentes 

(AMX) d 

Células 

persistentes 

(CEF) e 

Células 

persistentes 

(VAN) f 

Células 

persistentes 

(AMK) g 

Células 

persistentes 

(GEN) h 

Células 

persistentes 

(CIP) i 

CRN13 0,5 0,25 0,062 0,062 0,062 0,125 0,062 0,062 0,062 

CRN14 0,5 0,25 0,062 0,062 0,062 0,125 0,062 0,062 0,125 

CRN17 0,5 0,25 0,062 0,062 0,062 0,062 0,062 0,062 0,125 

CRN18 1 0,25 0,062 0,125 0,062 0,125 0,062 0,125 0,062 

CRN27 0,5 0,125 0,125 0,062 0,125 0,125 0,062 0,062 0,062 

CRN30 0,125 0,5 0,25 0,125 0,125 0,25 0,062 0,125 0,25 

C. parapsilosis ATCC 22019 0,5 NA NA NA NA NA NA NA NA 

C. krusei ATCC 6258 1 NA NA NA NA NA NA NA NA 

Notas: AMB: anfotericina B; AMX: amoxicilina; CEF: cefepime; VAN: vancomicina; AMK: amicacina; GEN: gentamicina; CIP: ciprofloxacina. NA: não se aplica. CIM: concentração 

inibitória mínima referente a 100%. As CIMs são expressas em μg/mL. 

a. Células planctônicas cultivadas em RPMI sem antibacterianos. 

b. Células desagregadas de biofilmes maduros (48 h) formadas em RPMI sem antibacterianos. 

c. Células Persistentes de biofilmes maduros (48 h) formadas em RPMI sem antibacterianos. 

d - i. Células Persistentes de biofilmes maduros (48 h) formadas em RPMI suplementado com AMX, CEF, VAN, AMK, GEN ou CIP em concentrações de PP. 
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Figura 24 – Imagens de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) de células persistentes em 

biofilmes de Candida albicans formados em meio RPMI suplementado com antibacterianos 

 

Legenda: As células sésseis foram cultivadas em meio RPMI livre de drogas (A, B) ou suplementado com 

AMX (C), CEF (D), VAN (E), AMK (F), GEN (G) e CIP (H) nas concentrações de PP. Biofilmes maduros 

(48 h) foram desafiados com 100 mg/mL de AMB (B, C, D, E, F, G, H) para detecção de CP. As células 

viáveis são mostradas em verde e as células inviáveis/danificadas são evidenciadas em amarelo/vermelho 

após coloração com SYTO9 e iodeto de propídio, respectivamente. Ampliação: 400x. 
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7. DISCUSSÃO 

 

A candidemia é uma das principais causas de infecções fúngicas invasivas (IFIs) 

associadas aos cuidados de saúde nos Estados Unidos (ROSSOW et al., 2020; MAGILL et 

al., 2018). Além disso, é considerada uma infecção emergente dramaticamente representada 

pela elevada morbi-mortalidade no ambiente hospitalar (THOMAS-RUDDEL et al., 2022; 

PAPPAS et al., 2018; CLEVELAND et al., 2015; MAGILL et al., 2014). Estudos 

epidemiológicos realizados em diversos países do mundo, como Brasil, Estados Unidos, 

Canadá, França, Dinamarca, Japão, China e Austrália, demonstram que Candida albicans 

é o principal patógeno fúngico isolado, com mortalidade atribuída em até 60% dos casos 

diagnosticados (BOURASSA-BLANCHETTE et al., 2023; VANNINI et al., 2022; 

KAJIHARA et al., 2022; MEDEIROS et al., 2019; XIAO et al., 2019; WEBB et al., 2018; 

ASTVAD et al., 2018; CHAPMAN et al., 2016), além de ocupar o quarto lugar dentre os 

principais microrganismos isolados em sepse hospitalar nos EUA (MCCARTY, WHITE e 

PAPPAS, 2021; WALL et al., 2019; MAGILL et al., 2018). 

A colonização por Candida spp. é considerada um pré-requisito para o 

surgimento da candidemia (BASMACIYAN et al., 2019). As alterações na microbiota, bem 

como o enfraquecimento do sistema imune do hospedeiro, favorecem os fatores de 

virulência presentes nas espécies de Candida, levando a sua transição da forma comensal 

para forma oportunista (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; BASMACIYAN et al., 

2019; PAPPAS et al., 2018). Existem três condições principais que predispõem à infecção 

invasiva: imunossupressão, quebra das barreiras de proteção (gastrointestinais e cutâneas) 

e uso prolongado e repetitivo de antibióticos de amplo espectro (PAPPAS et al., 2018; FAN 

et al., 2015; KULLBERG e ARENDRUP, 2015; GOW et al., 2011). 

A influência dos antibióticos na microbiota é descrita há bastante tempo, 

Maclean (1962) sugeriu que a candidíase poderia aumentar em pacientes tratados com 

antibiótico de amplo espectro (tetraciclina). Um estudo realizado em um hospital português 

e conduzido por Costa-de-Oliveira et al., 2008, revelou que 93% dos pacientes com 

fungemia fizeram uso de antibacterianos e que 68% desses pacientes estavam em tratamento 

com dois ou mais fármacos. Esses achados são preocupantes, pois já é descrito que a 

candidíase mucocutânea está associada à terapia antibacteriana (AZEVEDO et al.,2015). 

Xu e colaboradores (2008), demonstraram que o uso de antibióticos orais em ciclos curtos 
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(período de 4 a 6 semanas) podem induzir a prevalência da colonização vaginal por Candida 

spp., bem como o aumento da incidência de candidíase vulvovaginal sintomática. Esses 

resultados podem afirmar que o uso de antibióticos parece ser um fator de risco para o 

surgimento da candidíase vulvovaginal, além disso os autores descrevem que o risco se 

eleva no primeiro mês após o uso de antibióticos de amplo espectro (XU et al., 2008; 

SPINILLO et al., 1999; MACDONALD et al., 1993; BLUESTEIN, RUTLEDGE e 

LUMSDEN, 1991). 

O impacto no uso de antibióticos de amplo espectro não fica restrito apenas a 

candidíase vulvovaginal. A colonização de mucosas (garganta, trato urinário e trato 

gastrointestinal) por espécies de Candida, pode ser evidente em pacientes com sepse 

bacteriana e/ou que fazem uso de antibioticoterapia (ERGIN et al., 2013). Charles et al., 

(2005), demonstraram que a antibioticoterapia promoveu a colonização fúngica em diversos 

sítios (trato urinário, respiratório e gastrointestinal) dos pacientes. Os autores sugerem uma 

redução profilática no uso de antibióticos, visto que a maioria dos casos de candidíase 

invasiva em ambiente de UTI é supostamente devido à colonização aumentada em pacientes 

de alto risco (MCCARTY e PAPPAS, 2016; AZEVEDO et al.,2015; CLEVELAND et al., 

2015; CHARLES et al., 2005; HEDDERWICK et al., 2000). Essa colonização pode ser 

decorrente de um fenômeno de disbiose (SAMONIS et al., 2013; SAMONIS et al., 2006a; 

SAMONIS et al., 2006b). Entretanto, publicações recentes vêm demonstrando que os 

antibacterianos estimulam o crescimento de leveduras in vitro, independentemente da 

ocorrência da disbiose induzida por medicamentos (CORDEIRO et al., 2021b; CORDEIRO 

et al., 2019; CORDEIRO et al., 2018). Diante desses achados, pode-se hipotetizar que o 

crescimento excessivo de Candida é induzido diretamente pelos antibacterianos, o que 

facilita a disseminação do fungo em hospedeiros vulneráveis. 

Nesse contexto, este estudo objetivou avaliar a atividade dos antibacterianos 

(ATB) na formação de biofilmes e produção de células persistentes (CP) de Candida 

albicans isoladas de fungemia. Para a primeira etapa, foi conduzido um controle de cada 

ATB testado. Após o preparo de cada solução estoque, foi realizada uma validação dos 

antibacterianos conforme a metodologia descrita pelo CLSI, 2014. O intuito foi demonstrar 

que os antibacterianos utilizados nos experimentos in vitro, estavam viáveis e com sua 

função bactericida preservada. Como esperado, os isolados de Escherichia coli ATCC 
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25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25213 foram sensíveis à todos os antibacterianos 

testados, concluindo que as soluções estoque estavam aptas a serem utilizadas nesse estudo. 

Depois de validar os antibacterianos, resolvemos conhecer o perfil de 

sensibilidade frente aos isolados empregados neste estudo. Para isso, foi realizado um teste 

de sensibilidade planctônico conforme descrito pelo CLSI, 2008 e posteriormente, avaliado 

a capacidade de formação de biofilme. O perfil de sensibilidade encontrado foi compatível 

com o descrito na literatura para isolados de C. albicans oriundos de fungemia 

(GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2019; DEORUKHKAR e SAINI, 2016; 

ANTUNES et al., 2004; COLOMBO et al., 2003). Apenas uma cepa apresentou resistência 

ao VRZ. Mesmo sendo uma resistência isolada, isso pode ser justificado pelo uso 

indiscriminado de derivados azólicos na profilaxia e tratamento da candidíase invasiva 

(LORTHOLARY et al., 2011; CAPOOR et al., 2005). 

Para avaliar a capacidade de formação de biofilme, foi aplicada uma 

metodologia bem-conceituada e descrita por Stepanovic e colaboradores (2000). Como 

havíamos esperado, todos os isolados foram forte produtores de biofilmes, fator de 

virulência importante para o surgimento de infecções recorrentes. Ademais, a capacidade 

de Candida spp. de formar biofilmes em dispositivos médicos implantados (cateteres 

venosos centrais), representa um importante risco para o surgimento de candidemia a longo 

prazo (LIM et al., 2021; LOHSE et al. 2018; HOYER e COTA, 2016; MCCARTY e 

PAPPAS, 2016; NETT, 2016; POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015; NOBILE e 

JOHNSON, 2015; KULLBERG e ARENDRUP, 2015). O fato de isolar cepas de C. 

albicans forte produtoras de biofilmes em infecções sistêmicas, representa um pior 

prognóstico para esses pacientes. Isso porque os pacientes internados fazem uso de 

dispositivos médicos implantados, contribuindo para formação desses biofilmes e elevando 

o risco de morbi-mortalidade no ambiente hospitalar. 

Após comprovar que todos os isolados foram forte produtores de biofilmes, foi 

avaliada a influência dos antibacterianos: AMX, CEF e VAN na formação dos biofilmes de 

C. albicans conforme a metodologia descrita por Cordeiro et al. (2019). Além disso, com a 

finalidade de simular a ação dos antibacterianos sobre a microbiota humana, investigou-se 

também, o efeito do lisado celular de E. coli ATCC 25922 (LCE) na formação dos 

biofilmes. Os resultados obtidos evidenciaram que os biofilmes formados em meio de 

cultivo suplementado com antibacterianos AMX, CEF, VAN ou LCE, apresentaram um 
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aumento de até 48%, 70%, 50% e 30% respectivamente, quando comparados ao controle 

formado apenas em meio de cultura. Os resultados descritos para AMX e CEF corroboram 

com o estudo de Cordeiro e colaboradores (2019), demonstrando que CEF e AMX na 

concentração de PP, estimulam a formação dos biofilmes de C. albicans. Embora não 

tenham realizados testes moleculares, os autores sugerem que a AMX e CEF podem regular 

positivamente a expressão de vários genes, incluindo aqueles relacionados ao crescimento 

e virulência de C. albicans (CORDEIRO et al., 2019). É importante destacar uma limitação 

nos resultados obtidos por Cordeiro et al., (2019), o estudo foi conduzido apenas com a 

cepa de C. albicans ATCC10231. Entretanto, nós ampliamos o número de cepas, 

fortalecemos os resultados e evidenciamos que nem todos os isolados foram afetados, 

podendo ocorrer variações específicas entre linhagens da mesma espécie. 

Os resultados obtidos para VAN foram semelhantes aos descritos por Maione e 

colaboradores (2022), os autores evidenciaram que a formação do biofilme de C. auris é 

promovida na presença de VAN (concentração de PP) em meio de cultura. Além disso, o 

estudo mostra o efeito estimulatório da VAN frente a virulência de C. auris em modelo 

experimental com larvas de Galleria mellonella. Estes resultados estão de acordo com os 

dados obtidos por Cordeiro et al., (2021), descrevendo um estímulo na formação dos 

biofilmes de Trichosporon spp. com VAN e favorecendo a virulência frente ao nematoide 

Caenorhabditis elegans. Entretanto, até o momento, os mecanismos de ação da VAN não 

foram profundamente investigados. 

O aumento dos biofilmes formados em contato com o LCE, pode ser justificado 

pelos componentes presentes após a lise bacteriana, destacando: proteínas, aminoácidos, 

LPS, peptideoglicano e DNA extracelular (DNAe). A matriz extracelular (MEC) dos 

biofilmes de C. albicans consistem predominantemente de carboidratos, mas também inclui 

proteínas (AL-FATTANI e DOUGLAS, 2006). Diante disso, supomos que um aumento 

dessas moléculas em meio de cultivo, podem favorecer um biofilme mais robusto. Outra 

molécula importante é o LPS, sendo considerada um importante imunomodulador presente 

na parede celular de bactérias Gram negativas, podendo reagir diretamente com as células 

fúngicas e aumentar sua virulência (ROGERS et al., 2013). Ademais, um estudo conduzido 

por XU e colaboradores (2008), evidenciou que as subunidades de peptidoglicano (muramil 

dipeptídeos), estimulam a transição de levedura para hifa, fator relacionado com a formação 
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de biofilme de C. albicans (PONDE et al., 2021; KOVACS e MAJOROS, 2020; POLKE; 

HUBE; JACOBSEN, 2015; RAMAGE et al., 2012). 

O estímulo dos biofilmes de C. albicans decorrente da presença de LCE em meio 

de cultura, também pode ser justificado pela presença de DNAe de E. coli. O DNAe pode 

ter diversas funções no biofilme, como: (1) componente estrutural de comunidades sésseis 

e sua MEC; (2) fonte nutricional; (3) trocas genéticas dentro do biofilme e (4) resistência a 

antimicrobianos (PEREIRA et al., 2022; KARYGIANNI et al., 2020; IBÁÑEZ DE 

ALDECOA; ZAFRA e GONZÁLEZ-PASTOR, 2017). Estudos anteriores provaram que o 

DNA exógeno é capaz de aumentar a adesão celular e a formação de biofilme em diversos 

fungos, como: C. albicans (MARTINS et al., 2010), Aspergillus fumigatus (SHOPOVA et 

al., 2013), C. glabrata, C. tropicalis (SAPAAR et al., 2014), Trichosporon asahii e T. inkin 

(PEREIRA et al., 2022). Diante disso, o conjunto dessas moléculas podem contribuir 

positivamente na produção de um biofilme mais robusto, podendo ocasionar falha na terapia 

antifúngica. 

Como a resistência é uma característica dos biofilmes fúngicos (CAVALEIRO 

e TEIXEIRA, 2018; POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015; RAMAGE et al., 2012), ao 

investigarmos a sensibilidade dos biofilmes formados em contato com os ATB e LCE frente 

aos antifúngicos FLC, CAS e AMB, usados no tratamento de candidemias (PAPPAS et al., 

2018), foi possível observar que os biofilmes apresentaram maior tolerância ao tratamento 

com FLC e CAS. Estes resultados representam evidência de um agregado mais robusto, 

tendo em vista que a elevada tolerância aos antifúngicos está amplamente associada à 

espessura dos biofilmes (MAIONE et al., 2022; PEREIRA et al., 2022). 

Em estudos anteriores, já foram evidenciados múltiplos mecanismos de 

resistência aos azólicos (Exemplo: FLC) em isolados clínicos de C. albicans, incluindo 

superexpressão de bomba de efluxo (codificados por CDR1, CDR2 e MDR1), mutações na 

enzima lanosterol 14α-desmetilase (reduzindo a ligação aos azólicos) e aumento da 

expressão do gene ERG11 (envolvido na biossíntese do ergosterol) (TEO et al., 2019; 

HENRY, NICKELS e EDLIND, 2000; LOPEZ-RIBOT et al., 1998; FRANZ et al., 1998; 

SANGLARD et al., 1998; WHITE et al., 1997a; WHITE et al., 1997b; SANGLARD et al., 

1995). Embora não tenhamos testado até o momento esses fatores de virulência, supomos 

que a presença de ATB e LCE na formação dos biofilmes, podem contribuir estimulando 

esses mecanismos.  
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O estudo conduzido por Maione e colaboradores (2022), corroboram com a 

nossa hipótese, os autores quantificaram os genes ERG11, ALS5 (responsável por codificar 

proteínas relacionadas a adesão celular), FKS1 (codifica a enzima β-1,3-glucana sintase, 

envolvida na síntese da parede celular) e HOG1 (relacionado ao estresse celular) presentes 

nos biofilmes de C. auris formados em contato com VAN. Os resultados obtidos para os 

genes FKS1 e HOG1 foram ligeiramente aumentados, porém a expressão do gene ERG11 

foi duas vezes maior. Os autores sugerem que a VAN pode atuar como um fator de 

sobrevivência para C. auris, promovendo a biossíntese de ergosterol (MAIONE et al., 

2022). Além disso, esse aumento do gene ERG11 promovido pela VAN, pode estar 

contribuindo com a resistência dos biofilmes frente ao FLC. 

O discreto aumento no gene FKS1 talvez esteja envolvido na tolerância a CAS, 

tendo em vista que a CAS age diretamente na inibição da enzima β-D-glucana sintase, 

necessária para formação da parede celular de C. albicans (ABUHAMMOUR e HABTE-

GABER, 2004). Além disso, outro fator contribuinte para tolerância aumentada a CAS, 

pode ser decorrente do aumento na produção de quitina frente aos biofilmes formados em 

contato com AMX (CORDEIRO et al., 2019). Lee e colaboradores (2012) descrevem que 

a elevada quantidade de quitina na parede celular de C. albicans, confere maior resistência 

in vivo à CAS. Embora o mecanismo preciso de resistência antifúngica mediada pelos ATB 

e LCE seja desconhecido, acreditamos que esses achados podem estar diretamente ligados 

a tolerância ao FLC e a CAS. Além disso, as moléculas antifúngicas podem não conseguir 

penetrar adequadamente através do biofilme mais espesso, dificultado sua atividade. 

Apesar da VAN aumentar diretamente a expressão do gene ERG11 e 

possivelmente contribuir para resistência ao FLU (MAIONE et al., 2022), não foram 

observadas diferenças estatísticas significativas no tratamento dos biofilmes frente a AMB. 

Talvez isso possa estar associado ao mecanismo de ação de cada antifúngico, sendo que o 

FLC é fungistático e a AMB é fungicida, se ligando ao ergosterol, aumentando a 

permeabilidade e causando a morte celular através do efluxo de nutrientes e íons essenciais 

(ABUHAMMOUR e HABTE-GABER, 2004).  Os resultados obtidos para CAS e AMB 

corroboram com o estudo de Cordeiro et al., (2019), no qual os autores demonstraram que 

os biofilmes formados com AMX, apresentam maior tolerância a CAS e não impactam na 

atividade fungicida da AMB. Entretanto, diferentemente do que nós encontramos, o estudo 

não evidenciou diferença estatística significativa para o FLC. Esses achados também podem 
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ser justificados pelo pequeno número de cepas testado, visto que essa tolerância também é 

cepa dependente. 

Visando compreender as diferenças morfológicas presentes nos biofilmes 

formados em meio de cultura suplementado com ATB, foi avaliada a estrutura dos biofilmes 

por MEV e CLSM. Para AMX, CEF e VAN, foi observado um aumento na produção de 

blastoconídeos, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. Os resultados obtidos para CEF e AMX, 

foram compatíveis com o estudo de Cordeiro et al., (2019), descrevendo também um 

aumento na presença de blastoconídeos, pseudo-hifas e hifas verdadeiras nos biofilmes de 

C. albicans formados na presença dos ATB citados. Entretanto, diferentemente do que foi 

descrito pelos autores, não observamos um aumento significativo no biovolume e na 

espessura dos biofilmes para AMX. Isso pode ser justificado pelo discreto aumento no 

desvio padrão dos gráficos e pela resposta cepa dependente de cada ATB testado. Além 

disso, a cepa utilizada no estudo de Cordeiro et al., (2019) foi isolada de trato respiratório, 

sendo a AMX uma das principais escolhas para o tratamento de infecções respiratórias, 

diferente da cepa empregada neste estudo (isolada de sangue), com maior possibilidade de 

exposição prévia a antibacterianos sistêmicos. Já os resultados obtidos para VAN, 

corroboram com o estudo de Cordeiro e colaboradores (2021b), os autores descrevem um 

aumento na MEC dos biofilmes de Trichosporon spp. formados na presença de VAN. 

Dando continuidade à análise morfológica dos biofilmes suplementados com 

ATB, também avaliamos por CLSM, a tolerância dos biofilmes frente ao FLC e CAS. Após 

a análise dos biofilmes tratados com FLC, é possível observar um aumento no número de 

pseudo-hifas e blastoconídeos na presença de CEF e VAN, respectivamente. Essas 

mudanças morfológicas podem estar sendo estimuladas em condições de crescimento 

desfavoráveis ou na presença de um ambiente hostil gerado pelos ATB (LIM et al., 2012). 

Além disso, é importante frisar que a tolerância ao FLC impacta diretamente no tratamento 

da candidemia, pois os azólicos são considerados agentes de segunda linha para terapia 

inicial e primeira linha para a terapia de redução (PAPPAS et al., 2018). Já os biofilmes 

formados em contato com os ATB e posteriormente tratados com CAS, apresentaram um 

aumento no número de células viáveis, com estruturas visivelmente bem preservadas. Esses 

resultados podem ter grande repercussão na prática médica, uma vez que a CAS é 

considerada a primeira opção terapêutica no tratamento das IFS por Candida spp. (PAPPAS 

et al., 2018). 
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A capacidade de C. albicans em formar biofilme é um aspecto importante para 

resistência antifúngica. Diversos mecanismos de tolerância são descritos em biofilmes 

maduros, dentre eles podemos destacar: a impenetrabilidade da matriz, inibição da 

fagocitose por neutrófilos e macrófagos, sequestro de antifúngicos, presença de enzimas e 

nutrientes na matriz, super expressão de bombas de efluxo e detecção de CP (POLKE, 

HUBE e JACOBSEN, 2015). As CP reduzem o seu metabolismo e usam uma variedade de 

mecanismos para lidar com o estresse reativo da oxidase, sobrevivendo a elevadas 

concentrações de drogas fungicidas (MCCARTY, WHITE e PAPPAS, 2021; NETT e 

ANDES, 2020; WUYTS, VAN DIJCK e HOLTAPPELS, 2018; RAMAGE et al., 2012; 

LAFLEUR, KUMAMOTO e LEWIS, 2006). Atualmente, já é descrito que as CP podem 

ser encontradas em diversos microrganismos, incluindo bactérias (Escherichia coli, 

Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) e fungos 

(Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Candida parapsilosis, C. krusei e C. 

albicans) (CORDEIRO et al., 2021b; DEFRAINE, FAUVART e MICHIELS, 2018; 

BOJSEN, REGENBERG e FOLKESSON, 2014; AL-DHAHERI e DOUGLAS, 2008; 

LAFLEUR, KUMAMOTO e LEWIS, 2006). 

Diante do exposto, para a segunda etapa deste estudo, foi analisada e 

quantificada a produção de células persistentes segundo LaFleur, Kumamoto e Lewis 

(2006). Os resultados obtidos, evidenciaram que todos os isolados testados foram 

produtores de CP, com uma porcentagem variando entre 0,09% a 0,38%. Estes achados 

foram semelhantes aos obtidos por LaFleur, Kumamoto e Lewis (2006), os autores 

descreveram que as proporções de CP em biofilmes de C. albicans devem variar entre 0,1% 

a 2% para diferentes isolados. Resultados similares foram encontrados em outro estudo 

conduzido por Li e colaboradores (2015), com frações de CP no biofilme de Candida spp. 

(exceto C. glabrata) variando entre 0,01% a 0,5%. Entretanto, Denega, d'Enfert e 

Bachellier-Bassi (2019), não conseguiram reproduzir a metodologia descrita por LaFleur, 

apresentando resultados inferiores a 0,01% de CP por biofilme de C. albicans, mesmo após 

a busca por novos protocolos de recuperação. Isso pode ser explicado conforme descrito 

por Al-Dhaheri e Douglas (2008), demonstrando que nem todos os isolados de C. albicans 

são capazes de produzir CP, ficando um resultado dependente da cepa ou mesmo do sítio 

de isolamento. Como exemplo, podemos citar os biofilmes de C. glabrata, espécie com 

baixa competência em produzir CP (WUYTS et al., 2018; AL-DHAHERI; DOUGLAS, 



96 

 
 

2008). Porém, Andrade e colaboradores (2023), demonstraram que C. glabrata oriunda de 

candidíase vulvovaginal, foi capaz de produzir CP. Os autores justificam que a dinâmica do 

ambiente vaginal (pH ácido, microbiota, presença de glicogênio e ácido lático) podem 

desencadear mecanismos de estresse oxidativo, favorecendo uma maior produção de CP. 

Os mecanismos envolvidos na produção de CP ainda são pouco compreendidos. 

Bojsen e colaboradores (2017), sugerem que o baixo metabolismo e sua característica de 

dormência, diminui a expressão do sítio alvo do medicamento, resultando em fraca ou 

nenhuma atividade da droga frente as CP. Além disso, diferentemente da população 

bacteriana, LaFleur, Kumamoto e Lewis (2006) demonstraram que as CP de C. albicans 

foram encontradas apenas em culturas de biofilmes e não estavam presentes em uma 

população planctônica. Isso pode indicar que o biofilme, e não a população planctônica, é 

o modo de sobrevivência de vida da levedura, sendo o local de produção de células 

sobreviventes especializadas (LEWIS, 2007). 

Visando expandir os resultados já descritos, foi avaliada a atividade dos 

antibacterianos: AMX, CEF, VAN, AMK, GEN e CIP na produção de CP em biofilmes de 

C. albicans isoladas de fungemia. De fato, o presente estudo evidenciou, pela primeira vez, 

o estímulo na produção de CP frente aos biofilmes de C. albicans formados com os 

antibacterianos AMX, CEF, VAN, GEN e CIP, apresentando aumento de até 11x, 5x, 6x, 

5x e 12x, respectivamente. Esses resultados corroboram com o estudo de Cordeiro et al. 

(2021), demonstrando que os biofilmes de Trichosporon asahii e T. inkin formados com 

VAN, estimularam a produção de CP. Esses achados podem ser justificados pela influência 

dos antibacterianos em produzir um biofilme mais robusto (CORDEIRO et al., 2019), 

dificultando a permeabilidade do fármaco e favorecendo sua tolerância à AMB. Ademais, 

a super expressão de genes que codificam o estado dormente dessas células, podem ser 

explicados pela reação ao estresse sofrido na presença dos ATB, levando ao acúmulo 

intracelular de glicogênio e trealose, moléculas de proteção frente ao estresse oxidativo 

(WUYTS, DIJCK e HOLTAPPELS, 2018). 

A formação de CP também é justificada pela carência de nutrientes ou pelo 

estresse ambiental (FRAIHA et al., 2019). Bojsen e colaboradores (2017), especulam que 

esse fator contribui para a oxidação de ácidos graxos, levando a redução do ergosterol e/ou 

modificação estrutural da membrana plasmática, reduzindo assim a afinidade das CP com 

a AMB. O estresse sofrido na formação do biofilme de C. albicans em contato com os ATB, 
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pode favorecer a oxidação desses ácidos graxos, contribuindo para uma redução e/ou 

modificação do ergosterol presente nas células do biofilme, levando a uma maior produção 

de CP. 

Para confirmar que a recuperação era efetivamente de CP com variação 

fenotípica e não com variantes mutantes, estudou-se o comportamento das CP extraídas 

frente a AMB. Nós evidenciamos que todas as cepas empregadas neste estudo foram 

sensíveis a AMB, corroborando com o resultado descrito por Cordeiro et al. (2021). Além 

disso, as CP isoladas de biofilmes formados em meio de cultivo livre ou suplementado com 

ATB, também apresentaram sensibilidade a AMB, com CIM’s inferiores as células 

planctônicas. Esses resultados sugerem que nós conseguimos isolar CP de C. albicans, e 

que essas células são variantes fenotípicas do tipo selvagem, não mutantes. 

Embora nossos dados in vitro provavelmente reflitam na influência dos ATB in 

vivo, existem outros fatores que não foram modelados em nossos ensaios e podem contribuir 

na formação dos biofilmes e produção de CP de C. albicans. Por exemplo: variações de pH 

e temperatura, uso de dispositivos médicos implantados e influência das células imunes do 

hospedeiro. Ademais, é preciso reconhecer algumas limitações deste estudo. A primeira 

limitação é decorrente da concentração fixa de cada ATB testado, pois sabemos que essas 

concentrações podem oscilar a nível plasmático no decorrer do tratamento. Em segundo 

lugar, já é descrito que os antibacterianos podem ser utilizados em paralelo ou em 

associação com drogas antifúngicas (STERGIOPOULOU et al., 2009; PASCOE e 

CULLEN, 2006; AGUSTI et al., 2003), porém a tolerância observada frente ao FLC e CAS 

não foram testadas mantendo o estímulo dos ATB. Talvez seja possível observar uma 

interação sinérgica ou antagônica entre os antifúngicos e os antibacterianos, algo que já foi 

descrito por Stergiopoulou e colaboradores (2009). E por fim, é notório que o efeito 

estimulatório dos ATB ocorre diretamente nas leveduras, isso já foi evidenciado para 

Candida spp. (MAIONE et al., 2022; CORDEIRO et al., 2019; CORDEIRO et al., 2018) e 

Trichosporon spp. (CORDEIRO et al., 2021b). Entretanto, não foram introduzidos dados 

moleculares para demonstrar a relação dos ATB em estimular os biofilmes, sua tolerância 

aos antifúngicos (FLC e CAS) e a produção de CP de C. albicans. Porém, estudos em 

andamento pretendem desvendar os mecanismos envolvidos nessas atividades. 

Apesar dos mecanismos não terem sido descritos nesse trabalho, os resultados 

apresentados podem ter grande repercussão na prática médica, sugerindo que os pacientes 
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em uso de antibioticoterapia prolongada estão mais suscetíveis às IFIs. Isso ocorre devido 

a capacidade de C. albicans de formar biofilme em dispositivos médicos implantados e 

produzir CP, contribuindo para o fracasso terapêutico e favorecendo a recidiva das doenças. 
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8. CONCLUSÕES 

 

1. Os isolados clínicos de Candida albicans (n=6) apresentaram sensibilidade aos 

antifúngicos empregados no tratamento para candidemia (fluconazol, itraconazol, 

voriconazol, caspofungina e anfotericina B); 

2. Todas as cepas de C. albicans oriundas de fungemia foram fortes produtoras de 

biofilmes “in vitro”; 

3. Os biofilmes formados com antibacterianos (amoxicilina, cefepime, vancomicina) e 

lisado celular de Escherichia coli ATCC 25922: 

• mostraram biofilmes mais robustos e com maior metabolismo; 

• evidenciaram maior tolerância aos antifúngicos (fluconazol e caspofungina). 

Entretanto, não foram observados resultados significativos para anfotericina 

B; 

• exibiram um biofilme mais espesso e robusto, com aumento no número de 

blastoconídeos, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. 

 

4. Os biofilmes de C. albicans expostos a elevadas concentrações de anfotericina B 

foram capazes de produzir células persistentes; 

5. Os biofilmes formados na presença de antibacterianos (amoxicilina, cefepime, 

vancomicina, gentamicina e ciprofloxacina): 

• estimularam a formação de células persistentes em biofilmes de C. albicans; 

• apresentam células persistentes sensíveis à anfotericina B, demonstrando 

que são variantes fenotípicas do tipo selvagem, não mutantes; 

• demonstraram um maior número de células persistentes quando comparados 

ao biofilme formado apenas em meio de cultivo. 

 

6. Não foram observados resultados significativos para os biofilmes formados com 

amicacina; 

7. Todos os resultados observados foram cepa dependente. 
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