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Resumo 

 

A correta identificação dos isolados e a determinação do perfil de susceptibilidade são 

fatores necessários para uma terapia adequada. O estudo avaliou as diferentes técnicas 

de identificação de espécies de Candida por meio do VITEK 2, CHROMagar Candida e 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). O sistema automatizado VITEK 2 também foi 

avaliado para a determinação da suscetibilidade antifúngica, em conjunto com  o 

método da microdiluição em caldo. 81 amostras de Candida foram coletas de março de 

2013 a março de 2014. A identificação das leveduras foi realizada pelo VITEK 2, 

CHROMagar Candida e PCR. O VITEK 2 apresentou 34,6% de identificação incorreta. 

O CHROMagar Candida não identificou 14,8% dos isolados até nível de espécie e 

apresentou 8,6% de erros em sua identificação. A PCR identificou corretamente 100% 

dos isolados e os dados foram confirmados pelo seqüenciamento da região ITS. O perfil 

de susceptibilidade antifúngica foi determinado pelo VITEK 2 e microdiluição em caldo 

(MIC). 11,1% dos isolados apresentaram resistência a anfotericina B (AMB), 4,9% ao 

fluconazol (FLC) e 2,4% ao voriconazol (VRC). Pelo MIC, 7,4% dos isolados 

apresentaram resistência e a apenas ao VRC. Um isolado apresentou resistência ao VRC 

nos dois métodos de susceptibilidade testados. 50% dos isolados de Candida krusei não 

foi identificado pelo VITEK 2 e 50% dos isolados desta espécie apresentaram como 

susceptível ao FLC, o que demonstra a importância de avaliar os dois resultados antes 

da terapêutica. Portanto, a PCR é uma ferramenta rápida, útil e precisa para a 

identificação de leveduras, mas, ainda não é viável para a rotina hospitalar. O VITEK 2 

é uma ferramenta de grande valia para a identificação e determinação da 

susceptibilidade antifúngica, mas, considerando  centros hospitalares onde há baixa 

disponibilidade de recursos, o CHROMagar Candida para a identificação laboratorial 

das espécies de leveduras apresentou como uma alternativa viável, pois seus resultados 

são tão bons como o sistema automatizado, com um menor custo-benefício.  

Palavras-chave: Candida, CHROMagar Candida, VITEK 2,  analise da seqüência de 

DNA, susceptibilidade antifúngica. 
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Abstract 

 

The correct identification of the isolates and determining the susceptibility profile are 

factors necessary for adequate therapy. The study evaluated the different techniques for 

identification of Candida species using the VITEK 2, CHROMagar Candida and 

Reaction Polymerase Chain (PCR). The automated system VITEK 2 was also evaluated 

for the determination of antifungal susceptibility together with the microdilution broth 

method. 81 samples of Candida were collected from March 2013 to March 2014. The 

identification of yeasts was performed by VITEK 2, CHROMagar Candida and PCR. 

The VITEK 2 showed 34.6% of misidentification. The CHROMagar Candida did not 

identify 14.8% of the isolates to the species level and 8.6% had errors in their 

identification. The PCR correctly identified 100% of the isolates and data were 

confirmed by sequencing the ITS region. The susceptibility profile antifungal was 

determined by the VITEK 2 and microdilution (MIC). 11.1% of isolates were resistant 

to amphotericin B (AMB), 4.9% to fluconazole (FLC) and 2.4% to voriconazole (VRC). 

The MIC, 7.4% of the isolates showed resistance and just the VRC. One isolate showed 

resistance VRC susceptibility in the two tested methods. 50% of isolates of Candida 

krusei was not identified by VITEK 2 and 50% of the isolates of the species presented 

as susceptible to CRF, which shows the importance of evaluating the two results before 

therapy. Therefore, the PCR is a fast, useful and accurate tool for identifying yeasts, but 

is not yet feasible for the hospital routine. The VITEK 2 is a valuable tool for 

identification and determination of antifungal susceptibility, but considering hospitals 

where there is low availability of resources, the CHROMagar Candida for laboratory 

identification of yeast species presented as a viable alternative because their results are 

as good as the automated system, with a lower cost-effective. 

Keywords: Candida, CHROMagar Candida, VITEK 2, analysis of the DNA sequence, 

antifungal susceptibility. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Infecções hospitalares fúngicas têm aumentado em todo o mundo, não somente 

em ocorrência, mas também na gravidade da doença provocada por elas, principalmente 

em pacientes imunocomprometidos, destacando aquelas causadas pelo gênero Candida. 

Estas são responsáveis pela maioria das infecções fúngicas, sendo considerado um 

patógeno oportunista, causando desde infecções superficiais de pele e mucosa até 

infecções invasivas, principalmente no ambiente hospitalar (ZAUGG  et al., 2001; 

PAPPAS et al., 2004; CLEVELAND et al., 2012; COSTA et al., 2015).   

Candida albicans é a espécie mais frequente no ambiente hospitalar, porém, nas 

últimas décadas outras espécies de Candida não-Candida albicans (CNCA) como C. 

tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. krusei e C. glabrata 

estão sendo comumente isoladas. Infecções causadas por estas leveduras são relevante 

em estudos de vigilâncias de infecções hospitalares, pois possuem patogenicidade e 

perfil de sensibilidade a antifúngicos variáveis, com registros de resistência aos 

principais antifúngicos utilizados na clínica médica (COLOMBO  et al., 1999; CHI  et 

al., 2011; ORTEGA et al., 2011).   

As espécies de leveduras diferem em sua suscetibilidade aos antifúngicos. 

Estudos descrevem a ocorrência de sensibilidade diminuída para azóis entre espécies de 

CNCA como C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosise e C. tropicalis. 

O uso crescente de anfotericina B em hospitais pode estar associado com o 

aparecimento de CNCA resistentes a drogas, principalmente C. glabrata, C. lusitaniaee 

e C. guillermondii (COLLIN et al., 1999; FURLANETO et al., 2011; SCHMALRECK 

et al., 2012; TORTORANO et al., 2012). 

Por conta das peculiaridades apresentadas por diferentes espécies de Candida 

como epidemiologia, distribuição, resistência a antifúngicos, emergência de novas 

espécies que causam infecção, é importante a identificação dessas leveduras em nível de 

espécie, principalmente quando relacionadas a doenças sistêmicas (GIOLO & 

SVIDZINSKI, 2010; NEMCOVA et al., 2015). 

Sendo assim, a identificação em nível de espécies e a determinação do perfil de 

susceptibilidade são importantes tanto para conhecer a prevalência dos agentes 

envolvidos como para monitorar e detectar resistência, podendo contribuir para a 

escolha terapêutica adequada (ALAM et al., 2014). Devido à importância da 
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identificação das espécies de Candida envolvidas em infecções hospitalares e a 

crescente resistência aos antifúngicos, este estudo visou caracterizar as leveduras do 

gênero Candida isoladas de pacientes internados em um hospital público de Dourados, 

Mato Grosso do Sul. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Histórico e biologia do gênero Candida 

 

Os primeiros relatos de lesões causadas por Candida no homem foram feitos por 

Hipócrates (460 a 337 a.C.) por observação de placas esbranquiçadas presentes na 

cavidade bucal de recém-nascidos e pacientes debilitados. Também Galeno (200 a 130 

d.C.) observou estas mesmas lesões em crianças enfermas, já que a manifestação clínica 

de candidíase bucal em recém-nascidos já era frequente na Europa no século XVIII. Em 

1839, Langenbeck observou pela primeira vez, em aftas bucais de um paciente com 

febre tifóide, leveduras do gênero Candida e classificou erradamente esse micro-

organismo como agente etiológico da doença. David Gruby, em 1842, classificou a 

levedura no gênero Sporotrichum, apresentando o primeiro caso de candidíase frente à 

Academia de Ciências de Paris, na França (HAZEN, 1995). 

A relação da levedura com a candidíase oral e a presença de Candida na boca de 

crianças sadias foi definida por Berg em 1846 e Charles Robin, em 1853, denominou 

esse micro- organismo de Oidium albicans. Zenker, em 1861, descreveu o primeiro 

paciente acometido de infecção cerebral por disseminação hematogênica por Candida 

na Alemanha. Já em 1890, Zopf renomeou esse micro- organismo de Monilia albicans 

e, somente em 1923, Berkhout transferiu essa espécie para o gênero Candida e criou a 

espécie C. albicans (HAZEN, 1995; RIBEIRO et al., 2004). 

Leveduras do gênero Candida são micro-organismos unicelulares, eucarióticos, 

heterotróficos que se reproduzem assexuadamente por brotamento ou gemulação, dando 

origem a células que se denominam blastoconídios. Algumas espécies ainda se 

multiplicam sexuadamente e fazem ciclo sexual incompleto. São pleomórficos 

assumindo forma ovóide ou esférica e produzem pseudo-hifas e hifas verdadeiras 

dependendo das condições de crescimento. Degradam proteínas e carboidratos para 

obterem carbono e nitrogênio, elementos essenciais para seu desenvolvimento, sendo 

capaz de se desenvolver tanto na presença de oxigênio quanto em anaerobiose. São 

encontradas em diversos ecossistemas, como solo, alimentos, água e como comensal no 

ser humano e animais (LACAZ et al., 2002; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). 

As principais espécies do gênero Candida são: Candida albicans, Candida 

parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida 

guilliermondii e Candida lusitaniae. Entretanto, espécies emergentes têm sido descritas, 
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como Candida dubliniensis, Candida kefyr, Candida rugosa, Candida famata, Candida 

utilis, Candida lipolytica, Candida norvegensis e Candida inconspícua (COLOMBO; 

GUIMARAES, 2003, PFALLER et al., 2014).  

São micro-organismos comensais, que habitam em sítios como trato 

gastrointestinal, microbiota vaginal e uretra do ser humano. Porém, podem tornar-se 

patogênicas quando ocorrem alterações nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou 

rompimento das barreiras anatômicas, como queimaduras ou procedimentos médicos 

invasivos (ALONSO-VALLE et al., 2003). 

Infecções causadas por leveduras do gênero Candida são denominadas 

candidíases, com lesões superficiais ou profundas (BARBEDO; SGARBI, 2010). 

Candidíase pode ocorrer como consequência do rompimento do equilíbrio parasita-

hospedeiro, desencadeado por alterações na barreira tecidual e na microbiota autóctone 

e pelo comprometimento das defesas naturais como a imunológica (PLAYFORD et al., 

2008). 

 

2.2 Candida albicans e Candida não Candida albicans (CNCA) 

 

Candida albicans é a espécie mais isolada em infecções causadas por Candida, 

mas espécies de CNCA são frequentemente isoladas (MOTTA et al., 2010; DAS et al., 

2011; SPILIOPOULOU et al., 2012).  

Estudos demonstram que C. albicans é o patógeno humano comumente 

encontrado em infecções hospitalares causadas por Candida, apesar de sua frequência 

variar grandemente de acordo com a região (PFALLER et al., 2014). Esta levedura 

apresenta capacidade de transição da fase de levedura para hifa (dimorfismo) em 

resposta a condições ambientais, o que pode estar envolvida em sua patogenicidade. 

Além disso, outros fatores como a habilidade de resistir à fagocitose, aderir às células 

epiteliais, secretar uma proteinase ácida e crescer bem à temperatura de 37 °C também é 

sugerido na sua patogenicidade (SCHERER; MAGEE, 1990). Por outro lado, raramente 

apresenta resistência a antifúngicos, especialmente a anfotericina B e fluconazol 

(PFALLER; DIEKEMA, 2007). 

Candida dubliniensis apresenta características morfológicas e bioquímicas 

semelhantes a C. albicans. A identificação e a diferenciação fenotípica dessas duas 

espécies são trabalhosas, sendo necessária muitas vezes a utilização de métodos 
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moleculares para diferenciá-las. Candida dubliniensis é menos patogênica que C. 

albicans, mas tem maior facilidade em desenvolver resistência a azólicos (COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2003). Tem sido isolada, principalmente, em pacientes 

imunocomprometidos e em cavidade oral (ELLEPOLA et al., 2015). Mariano e 

colaboradores (2003) em um estudo com 548 amostras de C. albicans de uma micoteca 

da Universidade de São Paulo inicialmente, por testes fenotípicos, identificaram estes 

isolados como sendo C. albicans, e, após análise pela técnica de RAPD (random 

amplified polymorphic DNA) identificaram 11 isolados como sendo de C. dubliniensis.  

Candida parapsilosis faz parte de um complexo que abrange três espécies 

distintas que são diferenciadas através de técnicas moleculares em C. parapsilosis sensu 

stricto, C. orthopsilosis e C. metapsilosis, predominando a espécie C. parapsilosis sensu 

stricto (TORO et al. 2011). É um micro-organismo comensal da pele e penetra na 

corrente sanguínea através da ruptura da barreira cutânea. Possui grande capacidade de 

formar biofilme em soluções glicosiladas e de aderir a materiais plásticos, como 

dispositivos intravasculares, materiais protéticos e nas mãos e utensílios de profissionais 

da saúde com a contaminação cruzada, o que podem acarretar em uma infecção 

hospitalar. Em geral, isolados clínicos desta espécie são sensíveis a maioria dos 

antifúngicos. Também é notória sua presença em recém-nascidos imunocomprometidos 

(TROFA et al., 2008). 

Candida glabrata emergiu como um importante patógeno oportunista, tendo 

sido relatada como a segunda causa de candidemia nos Estados Unidos (PFALLER; 

DIEKEMA, 2007). Já na América Latina, um estudo multicêntrico envolvendo cinco 

hospitais terciários de quatro países, demonstrou que a incidência de C. glabrata é baixa 

(7,7%), diferentemente da situação nos Estados Unidos e Europa (GODOY et al., 2003). 

Esta espécie apresenta intinsecamente sensibilidade reduzida aos antifúngicos e exigem 

assim uma atenção específica no diagnóstico e nas abordagens de tratamento 

(GLÖCKNER; CORNELY, 2015). Um fato interessante da epidemiologia desta 

levedura é sua maior ocorrência em pacientes idosos e geralmente associada com 

infecções em conjunto com outras espécies de Candida e ao uso anterior de antifúngicos 

(COLOMBO; GUIMARÃES, 2003).  

Candida tropicalis é um importante agente etiológico de infecções em pacientes 

com neutropenia e com doenças hematológicas malignas. Pfaller & Diekema (2007) 

relataram que na América do Norte as infecções por C. tropicalis representam a quarta 

causa, enquanto na América Latina esta espécie representa a segunda causa mais 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gl%C3%B6ckner%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26207423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cornely%20OA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26207423
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frequente. Godoy e colaboradores (2003) em um estudo multicêntrico na América 

Latina encontraram C. tropicalis como a segunda espécie mais isolada em pacientes 

com candidemia. Esta espécie também foi identificada como a segunda causadora de 

candidemia no HC-UFPR, predominantemente entre adultos (FRANÇA; RIBEIRO; 

QUEIROZ-TELLES, 2008). Geralmente esta espécie é sensível a anfotericina B e na 

maior parte aos triazólicos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003). 

A espécie C. krusei é um dos patógenos emergentes e é naturalmente resistente 

ao fluconazol.  Muitas infecções causadas por este organismo estão relacionadas ao uso 

profilático ou terapêutico deste antifúngico (PFALLER et al., 2008). 

Candida famata é encontrada usualmente em alimentos, incluindo laticínios e 

também vem sendo isolada da cavidade oral do homem, onde passam a viver como 

comensal. Candida famata não era considerada patogênica para os humanos, porém, 

hoje já existem relatos clínicos desta fungemia que podem causar endoftalmites e 

infecções no sistema nervoso central. Em relação ao tratamento, essa espécie é menos 

suscetível aos azólicos em comparação com C. albicans e é responsável por 0,2 a 2% 

dos casos (RAO et al., 1991; PRINSLOO et al., 2003; CARRASCO et al., 2005; PISA; 

ALONSO; CARRASCO, 2008). 

Candida guilliermondii é uma espécie pouco comum de Candida, mas que tem 

aparecido com a frequência aumentada como agente etiológico de candidemia 

(PFALLER; DIEKEMA 2007). Aparece descrita na maioria dos casos relacionada à 

pacientes com câncer (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003). Um estudo retrospectivo 

realizado na Itália analisou os casos de candidemia registrados durante um período de 

22 anos, sendo encontrados 29 episódios (11,7%) causados por C. guilliermondii, todos 

em pacientes com doenças hematológicas oncológicas (GIRMENIA et al., 2006).  

Candida kefyr é comumente encontrada em produtos industrializados, 

principalmente, laticínios. Extremamente rara como patógeno humano, mas já foi 

descrita como responsável por fungemias, esofagites, meningoencefalites, ocorrendo, 

principalmente, em pacientes imunodeprimidos, transplantados e com câncer, sendo 

isolada em menos de 1% das amostras quando comparada com outras espécies 

(MORGAN  et al., 1984; WEICHERT et al., 2012).  

Desta forma, faz-se necessário identificar os pacientes em risco de infecção por 

C. albicans ou por CNCA a fim de iniciar uma terapia precoce e eficaz e, 

consequentemente, ter uma redução da morbidade e mortalidade causada por estes 

patógenos.  
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2.3 Principais infecções hospitalares causadas por Candida  

 

As infecções hospitalares causadas por leveduras do gênero Candida spp. podem 

apresentar-se em diversas manifestações clínicas como infecção na corrente sanguínea, 

infecção no trato urinário, infecção em ferida cirúrgica, abscessos cutâneos relacionados 

à inserção de cateter, entre outras. A origem dessas infecções pode ser endógena, 

consequente da proliferação ou mudança de sítio da levedura ou exógena pela presença 

desta no ambiente hospitalar e nas mãos dos profissionais da saúde (COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2003).   

Entre as infecções causadas por Candida, à infecção na corrente sanguínea, 

conhecida como candidemia é uma síndrome de alta gravidade e é cada vez mais 

frequente em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), incluindo Unidade de Terapia 

Intensiva (UTI) neonatal, respondendo por 70 a 80% das fungemias e representando o 

quarto grupo mais comum de patógenos responsável por infecção da corrente sanguínea 

nosocomial, com uma taxa de mortalidade de aproximadamente 40 a 80% (FRIDKIN; 

JARVIS, 1996; TRICK et al., 2002; BLYTH et al., 2009; STEINBACH, 2010; SHIM et 

al., 2011). Entre pacientes hospitalizados com alto risco para adquirir a infecção estão 

aqueles com neutropenia, submetidos à cirurgia gastrointestinal, prematuros e acima de 

65 anos de idade. Estas infecções estão associadas à internação prolongada, alta taxa de 

mortalidade e elevado custo hospitalar (KAUFFMAN, 2006; FRANÇA; RIBEIRO; 

QUEIROZ-TELLES, 2008).  

A colonização é considerada um pré-requisito para a infecção causada por 

Candida, mas, nem todos os pacientes colonizados irão desenvolver a doença. No 

momento da internação, 5-10% dos pacientes estão colonizados por Candida e esta 

proporção tende a aumentar, chegando a 50-86% com o tempo de internação e 

exposição aos fatores de risco em pacientes internados em UTI (SAIMAN et al., 2001; 

EGGIMANN et al., 2003).  

A maioria dos autores sugere que grande parte dos casos de candidemia seja 

adquirida por via endógena, pela translocação da levedura através do trato 

gastrointestinal, local onde há colonização por Candida na população humana normal. 

A presença de uma predisposição local ou generalizada que provoque desequilíbrio da 

microbiota ou lesão da mucosa gastrointestinal pode ser um agente facilitador de 
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translocação da levedura até os capilares mesentéricos. Existe ainda a possibilidade de 

aquisição via exógena da levedura pela transmissão horizontal através do contato direto 

com as mãos de profissionais de saúde (COLOMBO et al., 1996; RIBEIRO et al., 2004; 

GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; BOW et al., 2010). 

A transmissibilidade de Candida spp. e a alta prevalência de contaminação das 

mãos de profissionais de saúde em UTI identificam esses profissionais como potenciais 

reservatórios na transmissão destes agentes a pacientes de alto risco. Além disso, não há 

dados clínicos que possibilite ao profissional de saúde identificar o momento da invasão 

fúngica na corrente sanguínea, quais serão apenas transitórios e quais acarretarão casos 

de candidemia disseminada (WENZEL, 1995; da SILVA et al., 2001; BARCHIESI et 

al., 2003; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; RIBEIRO et al., 2004; BOW et al., 2010). 

Infecções hospitalares do trato urinário causadas por Candida spp. estão 

aparecendo cada vez com mais freqüência em pacientes internados, sendo responsáveis 

por 10 a 15% de todas as infecções urinárias (BUKHARY, 2008).  

Episódios de candidúria (presença de Candida spp. na urina) em pacientes 

hospitalizados podem causar transtornos na recuperação destes e até risco de 

mortalidade. Pesquisa realizada em idosos associa a fragilidade e vulnerabilidade dos 

pacientes com os episódios de candidúria (FRAISSE et al., 2011). Wynn e 

colaboradores (2012), relataram que recém-nascidos com peso extremamente baixo 

podem ter risco significativo de morte associados a ocorrência de candidúria. Alguns 

dos fatores de risco para infecções no trato urinário ou episódios de candidúria em 

pacientes hospitalizados são: anormalidades anatômicas no trato urinário, 

comorbidades, dispositivos de drenagem urinária, cirurgia abdominal, admissão em 

Unidade de Terapia Intensiva (UTI), uso de antibióticos de largo espectro, diabetes 

mellitus, extremos de idade e sexo feminino (ACHKAR; FRIES, 2010). Entre os 

principais agentes de candidúria, C. albicans tem sido registrada como responsável por 

cerca de 50 a 70% dos isolados, seguida de C. tropicalis e C. glabrata (KAUFFMAN, 

2005). 
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2.4 Prevalência e distribuição de Candida 

 

Nas últimas décadas, os pacientes graves passaram a ter uma taxa de sobrevida 

mais alta devido a vários procedimentos médicos, elevando assim também os riscos de 

infecções fúngicas e aumentando a incidência da mesma (WINGARD, 1995; VIUDES 

et al., 2002). 

Hospitais de vários países relatam um aumento significativo de infecções 

causadas por Candida, especialmente em pacientes imunocomprometidos. São a causa 

mais comum de infecções fungicas invasivas e representam 72% das infecções fúngicas 

hospitalares, 15% de todas as infecções adquiridas no ambiente hospitalar, com uma 

taxa de mortalidade que varia de 40-60% sendo um agravante em saúde pública 

(AKEME YAMAMOTO et al., 2012; CHEN et al., 2013).   

Entre as infecções invasivas causadas por espécies de Candida, estudos relatam 

que hospitais terciários dos Estados Unidos e da Europa apresentam incidências 

menores que um caso de candidemia por 1.000 internações, enquanto no Brasil, estudos 

mostraram taxas de incidência elevadas, de 2,5 casos por 1.000 internações 

(COLOMBO et al., 2006; BASSETTI et al., 2011; CLEVELAND et al., 2012).  

Colombo e colaboradores (2006) em um estudo prospectivo de vigilância no 

Brasil observaram uma incidência de 2,49 casos por 1000 admissões, 0,37 casos por 

1.000 pacientes/dia, 2 a 15 vezes maior que as relatadas em centros hospitalares dos 

EUA (0,28 a 0,96 por 1.000 admissões), Canadá (0,45 por 1.000 admissões) e Europa 

(0,20 a 0,38 por 1.000 admissões). Bassetti e colaboradores (2013) relataram uma 

incidência de 1,55 casos por 1.000 admissões em episódios de candidemia em hospitais 

de ensino terciário na Itália e Espanha. A incidência de 6,9 por 1.000 pacientes em 

unidades de terapia intensiva (UTI) tem sido relatada (KETT et al., 2011).   

Pesquisas sobre a distribuição de Candida spp. realizadas nos EUA, Europa, 

Ásia e Brasil descrevem a prevalência de C. albicans com mais de 50% dos isolados. 

Bassetti e colaboradores (2013) em um estudo de dois anos em hospitais de ensino 

terciário da Itália e Espanha relataram que C. albicans foi a espécie com maior 

freqüência, 58,4%, seguida por C. parapsilosis (19,5%), C. tropicalis (9,3%) e C. 

glabrata (8,3%). 

Motta e colaboradores (2010), em um estudo no Hospital das Clínicas em São 

Paulo relataram C. albicans com 50% nas infecções em pacientes com menos de um 
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ano de idade, enquanto que C. parapsilosis ficou em segundo lugar com 46,9%, seguida 

de C. glabrata com 3,1%.  

Pfaller e colaboradores (2011) em um estudo realizado em 79 centros médicos 

distribuídos na América do Norte, América Latina, Europa e Ásia-Pacifico demonstrou 

que dentre os 1.752 isolados de Candida, 854 (48,7%) foram C. albicans. Colombo e 

colaboradores (2014) em um estudo multicêntrico realizado durante nove anos em vinte 

e dois centros médicos do Brasil verificaram que 42% dos isolados foram da espécie C. 

albicans, seguido de C. tropicalis com 20% dos isolados.  

O aumento de infecções causadas por espécies de CNCA como C. glabrata, C. 

parapsilosis e C. tropicalis é crescente em infecções invasivas e vêm ocorrendo em 

várias partes do mundo (ALMIRANTE et al., 2005; COLOMBO et al., 2006; 

PFALLER; DIEKEMA, 2007). Assim, relatos de taxas de isolamentos em torno de 50% 

de CNCA também têm sido relatados (BASSETTI et al., 2006; SHORR et al., 2007; 

PASSOS et al., 2007; BOUZA; MUNOZ, 2008; DIEKEMA et al., 2012;   

GUIMARÃES et al., 2012). Oliveira e colaboradores (2014) em um estudo sobre 

candidemia em pacientes pediátricos verificaram que de 104 isolados, 37,5% foram de 

C. albicans, 24,03% C. tropicalis, 22,11% C. parapsilosis, 5,8% Pichia anômala, 4,8% 

C. guilliermondii, 2,8% C. krusei, 1,92% C. glabrata e 0,96% C. pararugosa, 

demonstrando assim que mais de 50% dessa infecção foi ocasionada por espécie de 

CNCA. 

Estudos realizados em hospitais de diferentes partes do mundo evidenciam que 

variações regionais podem estar relacionadas à distribuição de espécies de Candida. 

Países da América Latina teve um predomínio de C. tropicalis e C. parapsilosis, sendo 

a C. glabrata a espécie menos comum. Já nos EUA e Europa, onde o uso profilático do 

fluconazol é uma prática bem estabelecida, espécies de C. glabrata são mais comuns 

entre as espécies de CNCA (GODOY et al., 2003; GOLDANI; MARIO, 2003; 

TORTORANO et al., 2004; BRITO et al., 2006).  

Candida tropicalis foi à espécie mais frequente em amostras clínicas (42%) em 

um estudo realizado no HU- UFGD, na cidade de Dourados, Mato Grosso do sul, entre 

2010 e 2011 (ALMEIDA et al., 2013). Akeme Yamamoto e colaboradores (2012) 

realizaram um estudo sobre as características epidemiológicas e clínicas de Candida 

spp. isoladas em um hospital universitário de Cuiabá, Mato Grosso, e obtiveram 39,09% 

das leveduras isoladas da espécie C. albicans, 32,73% C. tropicalis, 21,82% C. 

parapsilosis, 5,45% C. glabrata e 0,91% C. krusei, demonstrando a ocorrência de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pfaller%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21514797
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60,91% de candidíases ocasionadas por espécies CNCA. Outro estudo realizado por 

Chang e colaboradores (2008) mostraram que 54,2% dos casos de candidemia foram 

causados por CNCA e que destas, C. parapsilosis foi a espécie predominante em um 

hospital universitário de Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso do Sul.        

Outros achados no Brasil também demonstraram a prevalência de CNCA sobre a 

C. albicans em amostras clínicas de pacientes internados, como o de realizado por 

Furnaleto e colaboradores (2011) que verificaram a distribuição de espécies de Candida 

de diferentes amostras clínicas isoladas em um hospital universitário de Londrina, 

Paraná. Estes autores mostraram que as infecções foram causadas principalmente por 

espécies de CNCA (64%). Hinrichsen e colaboradores (2009) realizaram um estudo em 

hospitais terciários do nordeste. Foram obtidos 1279 isolados de Candida spp. 367 

isolados foram de C. albicans, seguido de 912 isolados de CNCA, sendo 363 C. 

tropicalis, 147 C. parapsilosis, 81 C. glabrata, 30 C. krusei e 14 C. guilliermondii. 

Guimarães e colaboradores (2012) em uma análise retrospectiva em 14 hospitais 

terciários no Brasil revelaram que CNCA representou 61% das leveduras isoladas de 

hemoculturas. Candida tropicalis (24%) e Candida parapsilosis (21%) foram as mais 

freqüentes e Candida glabrata com 7% dos casos. Oliveira e colaboradores (2014) em 

um estudo de quatro anos realizado em um Hospital Público na cidade de São Paulo 

com pacientes pediátricos também verificaram que 62,5% dos isolados eram de CNCA 

com o predominio de C. tropicalis seguida de C. parapsilosis.  

O motivo pelo aumento de espécies de CNCA é pouco conhecido. Melhorias nas 

técnicas de identificação de leveduras, pressão seletiva de antifúngicos, aumento de 

pacientes portadores de diferentes doenças degenerativas e neoplasias e a utilização de 

procedimentos invasivos têm sido sugeridos por vários autores (COLOMBO et al., 

1999; NUCCI; MARR, 2005; PFALLER; DIEKEMA, 2007).  

 

2.5 Métodos de identificação de Candida spp. 

 

A identificação das leveduras do gênero Candida baseia-se inicialmente na 

morfologia das colônias. As leveduras são cultivadas inicialmente em ágar Sabouraud 

onde são caracterizadas o tipo de colônias de aspecto cremoso, às vezes mucóides, com 

variações de tons do branco ao creme (LACAZ et al., 2002). 
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Para o isolamento e triagem das espécies de Candida, meios de isolamento 

cromogênicos tem sido utilizados para a identificação presuntiva das espécies, entre os 

quais o mais utilizado é CHROMagar Candida. Este meio possibilita a diferenciação 

das espécies de leveduras por cor, através dos substratos cromogênicos que reagem com 

enzimas secretadas pelos micro-organismos. Identifica C. albicans pelo crescimento de 

colônias de cor verde, C. tropicalis por colônias de cor azul e C. kruei como colônias de 

cor rosa ásperas (BARADKAR et al., 2010).  Outras espécies de leveduras podem 

desenvolver a sua cor natural (creme) ou aparecer cor-de-rosa ou cor de malva claro a 

escuro, exemplo de C. glabrata (PFALLER et al., 1996). 

Após a análise morfológica das colônias, são necessários outros testes para a 

confirmação e identificação das espécies de Candida, como a produção de tubo 

germinativo, análise da micromorfologia e assimilação e fermentação de carboidratos. 

Essas provas fazem parte dos métodos fenotípicos tradicionais para a identificação de 

leveduras usadas em laboratórios do mundo todo, considerados métodos clássicos de 

identificação (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). 

A prova do tubo germinativo é uma triagem simples e rápida que permite 

diferenciar C. albicans ou C. dubliniensis (tubo germinativo positivo) das outras 

espécies. O tubo germinativo é uma projeção alongada da levedura que é formada 

quando esta entra em contato com soro humano ou de outros animais, à temperatura de 

37ºC por 2 a 3 horas (MARINHO et al., 2010). 

A observação direta, ou exame direto, é um método presuntivo rápido, e de 

baixo custo, mas na maioria dos casos, não permite a identificação de espécies que não 

apresentem estruturas morfológicas típicas. A prova do microcultivo possibilita 

observar as características micromorfológicas das leveduras em meio de ágar fubá-

Tween 80. O ágar fubá é utilizado para análise de hifas, pseudo-hifas, blastoconídios, 

clamidoconídios ou artroconídios. A adição de Tween 80 ao meio é para a redução da 

tensão superficial e aumentar a formação de hifas e blastoconídios, além de evitar a 

sobreposição de estruturas (LACAZ et al, 2002).  

A assimilação de carboidratos é a capacidade que as leveduras apresentam de 

crescer aerobicamente na presença de determinado carboidrato como única fonte de 

energia. A fermentação de carboidratos é a capacidade que as leveduras apresentam de 

possuir sistemas enzimáticos eficientes, capazes de permitir, em baixas tensões de 

oxigênio, degradar açúcares para a produção de energia, formando, entre outros 

metabólitos, etanol e gás carbônico (LACAZ et al, 2002). 
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Em grandes centros hospitalares onde existe uma grande demanda de exames e a 

necessidade de resultados rápidos são utilizados os métodos automatizados de 

identificação e perfil de suscetibilidade aos antifúngicos como o VITEK MS, VITEK 2, 

WALK-AWAY, BD PHOENIX e MICROSCAN. O sistema VITEK 2 identifica as 

leveduras clinicamente importantes através de 47 testes bioquímicos fluorescentes, que 

incluem a assimilação de carboidratos e ácidos orgânicos e detecção de oxidases e 

arilamidase. Estudos têm mostrado que a utilização deste sistema pode identificar 

corretamente mais de 93% dos isolados em cerca de 18 horas, demonstrado ser um 

instrumento totalmente automático e fiável para a identificação de micro- organismos 

(VALENZA et al., 2008; OCHIUZZI et al., 2014). 

Algumas espécies de leveduras do gênero Candida apresentam poucas variações 

morfológicas, dificultando sua identificação por métodos microbiológicos clássicos. 

Assim, para a confiabilidade do resultado, ainda é requerido testes genotípicos para a 

confirmação da espécie. A utilização de métodos moleculares vem sendo aplicada para 

suprir com as limitações dos métodos de identificação tradicional, compreender a 

patogenicidade das espécies de Candida e com o avanço de estudos de taxonomia com 

métodos moleculares houve a descoberta de novas espécies que causa a infecção 

(OLIVEIRA et al., 2008; ROCHA et al., 2008).  

A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) a torna particularmente importante para estudos moleculares, sendo a 

técnica mais utilizada para a identificação rápida de diferentes espécies de Candida, 

tendo a possibilidade de se gerar grande quantidades de DNA de segmentos específicos 

do genoma (MULLIS; FALOONA, 1987; ANTONINI et al., 2004; MOUSAVI et al., 

2007). A utilização dessa técnica tem sido considerada uma poderosa ferramenta para a 

identificação taxonômica, investigação de surtos de infecção hospitalar e também tem 

contribuído para os estudos epidemiológicos. Também muito utilizada é a técnica do 

PCR multiplex. Este é uma extensão da PCR convencional. Sua vantagem é a 

capacidade de amplificar mais que uma sequência alvo simultaneamente, tornando-a 

mais econômica e mais rápida (RAVIKUMAR et al., 2011).  

A sistemática molecular de fungos se baseia principalmente na análise dos genes 

do DNA mitocondrial (mDNA) e DNA ribossomal (rDNA). Sequências de genes 

individuais, tais como aqueles a partir da região D1 / D2 de 26S rDNA ou a partir do 

espaço interno transcrito (ITS) são comumente usados para identificar as espécies de 

leveduras (KURTZMAN et al., 2010). Recentemente, a seqüência da região ITS tem 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valenza%20G%5Bauth%5D
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sido proposta como um marcador “barcode” para a identificação de espécies de fungos. 

Sequencias de rDNA de espécies de leveduras estão disponíveis em bancos de dados 

públicos, sendo assim possível identificar isolados, comparando suas sequencias com as 

depositadas nos bancos de dados (SCHOCH et al. 2012). 

As regiões ITS estão localizadas entre os genes 18S, 5.8S e 28S do rDNA e 

podem ser amplificadas por iniciadores específicos, sendo divididas em ITS1, localizada 

entre os genes 18S e o 5.8S, e ITS2, que separa os genes 5.8S e 28S. O fato das regiões 

ITS serem flanqueadas por segmentos conservados, serem relativamente curtas, 500 a 

800 pb e aparecerem em grande número de cópias no genoma, permite que sejam 

amplificadas e sequenciadas com facilidade. As sequências de DNA dos genes 

ribossomais são altamente conservadas dentro das espécies e as regiões dos espaçadores 

ITS podem variar intraespecificamente na sequência de bases e no comprimento, sendo 

frequentemente usadas para taxonomia de espécies e gêneros de fungos (FUNGARO 

2000; SIMONA et al., 2009; SHOKOHI et al., 2010).  

Técnicas de biologia molecular como o sequenciamento de DNA e de 

ferramentas da bioinformática vêm sendo aprimoradas nos últimos anos e com isso, 

sequências gênicas e genomas completos são rapidamente gerados e depositados em 

bancos de dados como GenBank, Broad Institute, Sanger Institute e outros, facilitando 

assim a correta identificação de micro- organismos, possibilitando a realização de 

métodos de tipagem molecular como PFGE, RAPD, RFLP, entre outras (SIMONA et 

al., 2009; SCHOCH et al., 2012). 

 

2.6 Mecanismos de ação dos antifúngicos 

 

São limitadas as classes de agentes antimicóticos disponíveis para o tratamento 

de infecções fúngicas (KATHIRAVAN et al., 2012). E, para a escolha do antifúngico é 

importante considerar os fatores de risco associados, gravidade do quadro clínico, 

espécie envolvida e seu perfil de sensibilidade (EGGIMANN et al., 2003; GAVALDA; 

RUIZ, 2003). 

A maioria dos antifúngicos são dirigidos, de alguma forma contra ergosterol, o 

principal esterol da membrana plasmática fúngica, que é análogo ao colesterol em 

células de mamíferos. O ergosterol na membrana da célula fúngica contribui para uma 

variedade de funções celulares, sendo importante para a fluidez e a integridade da 
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membrana e para o bom funcionamento de muitas enzimas ligadas à membrana, 

incluindo a síntese de quitina que é importante para o crescimento e divisão celular 

(WHITE et al., 1998). 

Os antifúngicos têm características especiais quanto ao mecanismo de ação, via 

de administração, ação em micoses superficiais ou sistêmicas, podendo ser classificados 

com base no sítio-alvo e estrutura química, sendo que estes atuam em sua maioria na 

membrana celular. A anfotericina B (polieno) e fluconazol (triazólico) são os fármacos 

de primeira escolha terapêutica. Estas duas classes de antifúngicos agem na membrana 

celular dos fungos, especificamente no ergosterol. Os polienos, que incluem 

anfotericina B e nistatina, são drogas que exercem sua atividade antifúngica via ligação 

ao ergosterol, o que atrapalha a permeabilidade celular e resulta em uma alteração da 

permeabilidade celular, levando à lise das células (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 

2010). Nistatina é o agente antifúngico mais tóxico dentro da classe, e tem sido usado 

para terapia tópica e localizada por causa dos efeitos adversos desfavorável. 

Anfotericina B é um antifúngico de amplo espectro, mas seu uso é limitado devido ao 

alto grau de toxicidade (GIROIS et al., 2006).  

Os azólicos, que incluem fluconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol 

também exercem seus efeitos na membrana da célula fúngica. Sua atividade é através do 

bloqueio da desmetilação do lanosterol, inibindo a síntese de ergosterol, resultando na 

inibição do crescimento e replicação da célula fúngica. Estes antifúngicos causam 

menos efeitos adversos que a anfotericina B, mas possuem menor potência antifúngica. 

O fluconazol é o agente antifúngico mais prescrito devido sua excelente 

biodisponibilidade, tolerabilidade e mínimos efeitos adversos. Porém, o uso crescente 

desta droga antifúngica a nível mundial em candidíases em geral é uma das principais 

causas do aumento das espécies de CNCA sobre a C. albicans nos últimos anos 

(THOMPSON et al., 2009). 

As equinocandinas como a caspofungina destaca-se como agente antifúngico 

eficaz no tratamento de infecções sistêmicas causadas por Candida spp., pois a droga 

tem sido bem tolerada e com poucos efeitos adversos. O mecanismo de ação desta 

classe é a inibição da produção de (1→3)-β-D-glucana, enzima envolvida na síntese da 

parede celular fúngica através da polimerização da glucose uridina difosfato em β 1,3-

glucano. O β 1,3-glucano é um dos principais componentes estruturais da célula 

responsáveis pela manutenção da integridade e rigidez da parede celular dos fungos, 

garantindo a seletividade da ação. Contudo, o espectro de ação é menor do que os 
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espectros dos agentes poliênicos e dos azólicos, pois é limitado a patógenos que 

dependem destes polímeros (ASHLEY et al., 2006). 

 

2.7 Resistência a drogas antifúngicas 

 

A resistência aos agentes antifúngicos pode ser intrínseca ao organismo 

específico, ou pode ser adquirido pelo organismo susceptível durante um curso de 

terapia. Tipicamente, a resistência pode ser atribuída a uma mutação que aumenta a 

expressão ou outras alterações do alvo da droga. Moléculas tais como bombas de efluxo 

e proteínas de resposta ao stress também podem estar envolvidas (BARKER; ROGERS, 

2006). 

Nos últimos anos, estudos relatam com maior frequência, o isolamento de 

espécies de Candida com sensibilidade diminuída ou resistente aos antifúngicos. A 

resistência destas leveduras pode ser clínica ou in vitro (ZARDO; MEZZARI, 2004). 

Ainda existe a resistência intrínseca, aquela que está presente nas características naturais 

do micro- organismo, como é o caso da C. krusei que é intrisecamente resistente a 

fluconazol (COLEMAN et al., 1998). C. krusei é a única espécie que é intrinsecamente 

resistente ao fluconazol, mas pode também demonstrar falsa sensibilidade no teste in 

vitro, mostrando assim um certo cuidado por partes dos profissionais da saúde para 

evitar a liberação de resultados falsos (MOTTA et al., 2010). C. albicans é naturalmente 

sensível a todos os antifúngicos de uso sistêmico, mas, casos de resistência adiquiridas 

aos azólicos podem ocorrer em pacientes que foram expostos por tempo prolongado a 

estes medicamentos (PEREA et al., 2001; EDDOUZI et al., 2013). C. glabrata 

frequentemente apresenta sensibilidade reduzida tanto a anfotericina B quanto ao 

fluconazol (MOTTA et al., 2010) 

O uso profilático de antifúngicos em pacientes com maior risco de desenvolver 

infecções fúngicas invasivas tem alterado o perfil das leveduras. O fluconazol é um dos 

agentes antifúngicos mais utilizados para o uso profilático, que foi uma das principais 

causadas na diminuição de infecções causadas por C. albicans e no aumento do número 

de espécies CNCA com perfil aumentado de resistência a esse antifúngico (GIOLO; 

SVIDZINSKI, 2010). Há fortes evidencias de que a resistência dos isolados aos 

derivados azolicos, especialmente fluconazol resulta de alterações genomicas, podendo 

http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Elizabeth+S.+Dodds+Ashley&sortspec=date&submit=Submit
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causar resistência, reduzindo assim as opções de tratamento medicamentoso (FRANZ et 

al., 1998; RIBEIRO et al., 2005). 

Estudos realizados por Dota e colaboradores (2008) e Furnaleto e colaboradores 

(2011) relatam que entre os isolados de candidemia, candidíase vulvovaginal e outras 

amostras clínicas, as espécies CNCA possuem valores de sensibilidade dose-dependente 

e resistência maiores que a espécie C. albicans. 

A ocorrência da resistência de espécies de Candida a anfotericina B é baixa, 

sendo registrada em CNCA, como C. glabrata, C. lusitaniae e C. guillermondii. Isto 

ocorre devido a este antifúngico possuir baixa solubilidade e elevada toxicidade no 

hospedeiro, o que limita a sua utilização na terapia antifúngica a longo prazo. Outros 

fatores como a exposição anterior ao polieno e exposição à quimioterapia citotóxica 

podem contribuir para o desenvolvimento da resistência a anfotericina B. Além disso, é 

discutido que a exposição prévia destes pacientes a agentes antifúngicos azólicos, pode 

causar uma alteração dos componentes da membrana celular que podem ocasionar a 

resistência ao polieno (PEREA; PATTERSON, 2002; COLOMBO et al., 2012). 

Voriconazol é um fármaco com grande potencial antifúngico contra a maioria 

dos fungos causadores de micoses sistêmicas (Colombo et al., 2012). Estudos mostram 

que este fármaco é mais ativo no tratamento de candidíase hematogênica causada por 

todas as espécies de Candida, incluindo C. glabrata e C. krusei que são resistentes ao 

fluconazol e itraconazol (KAUFFMAN et al., 2006). 

 Assim, a determinação exata do antifúngico adequado é importante tanto para a 

descoberta de novos medicamentos mais eficazes como para a melhora dos resultados 

clínicos com os antifúngicos atuais por meio da otimização da sua dosagem. E, a 

realização dos testes de suscetibilidade a antifúngicos é um forte aliado para que o 

tratamento antifúngico seja conduzido de maneira segura, correta e eficaz. Também é 

relevante o desenvolvimento de estratégias direcionadas a disseminação da resistência 

aos antifúngicos (MAKI et al., 2008). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral: 

 

Identificar fenotipicamente e genotipicamente leveduras do gênero Candida 

isoladas de pacientes atendidos em um hospital público de Dourados/MS, visando 

auxiliar no controle e prevenção de infecções fúngicas no ambiente hospitalar. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

- Identificar as espécies de Candida envolvidas nos casos de candidíase ocorridos em 

pacientes internados pelos métodos fenotípicos CHROMagar Candida e pelo sistema 

automatizado VITEK 2 e pelo método genotípico da PCR. 

- Confirmar a identificação fenotípica realizada pelo sistema automatizado VITEK 2, 

pelo meio cromogênico CHROMagar Candida e pelo método genotípico da PCR das 

espécies de Candida pela amplificação da região ITS do DNAr. 

- Avaliar o desempenho do método de identificação automatizado Vitek 2, 

CHROMagar Candida e PCR para a identificação do gênero Candida em nível de 

espécie e confirmar com a técnica do sequenciamento.  

- Avaliar o perfil de susceptibilidade in vitro de espécies de Candida isoladas de 

processos infecciosos de pacientes hospitalizados em um hospital público de Dourados. 

- Avaliar o sistema automatizado VITEK 2 para a determinação da susceptibilidade in 

vitro com o método de microdiluição em caldo. 
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Resumo 

A correta identificação dos isolados e a determinação do perfil de susceptibilidade são 

fatores necessários para uma terapia adequada. O estudo avaliou as diferentes técnicas 

de identificação de espécies de Candida por meio do VITEK 2, CHROMagar Candida e 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). O sistema automatizado VITEK 2 também foi 

avaliado para a determinação da suscetibilidade antifúngica, em conjunto com  o 

método da microdiluição em caldo. 81 amostras de Candida foram coletas de março de 

2013 a março de 2014. A identificação das leveduras foi realizada pelo VITEK 2, 

CHROMagar Candida e PCR. O VITEK 2 apresentou 34,6% de identificação incorreta. 

O CHROMagar Candida não identificou 14,8% dos isolados até nível de espécie e 

apresentou 8,6% de erros em sua identificação. A PCR identificou corretamente 100% 

dos isolados e os dados foram confirmados pelo seqüenciamento da região ITS. O perfil 

de susceptibilidade antifúngica foi determinado pelo VITEK 2 e microdiluição em caldo 

(MIC). 11,1% dos isolados apresentaram resistência a anfotericina B (AMB), 4,9% ao 

fluconazol (FLC) e 2,4% ao voriconazol (VRC). Pelo MIC, 7,4% dos isolados 

apresentaram resistência e a apenas ao VRC. Um isolado apresentou resistência ao VRC 

nos dois métodos de susceptibilidade testados. 50% dos isolados de Candida krusei não 

foi identificado pelo VITEK 2 e 50% dos isolados desta espécie apresentaram como 

susceptível ao FLC, o que demonstra a importância de avaliar os dois resultados antes 

da terapêutica. Portanto, a PCR é uma ferramenta rápida, útil e precisa para a 

identificação de leveduras, mas, ainda não é viável para a rotina hospitalar. O VITEK 2 

é uma ferramenta de grande valia para a identificação e determinação da 

susceptibilidade antifúngica, mas, considerando  centros hospitalares onde há baixa 

disponibilidade de recursos, o CHROMagar Candida para a identificação laboratorial 

das espécies de leveduras apresentou como uma alternativa viável, pois seus resultados 

são tão bons como o sistema automatizado, com um menor custo-benefício.  

Palavras-chave: Candida, meio chromogenico, VITEK 2,  analise da seqüência de 

DNA, susceptibilidade antifúngica. 
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Introdução 

Infecções invasivas causadas por leveduras do gênero Candida representam um 

grave problema no ambiente hospitalar, pois correspondem por 80% de todas as 

infecções fúngicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos (Ortega et al., 

2011, Colombo et al., 2012). 

Candida albicans é a espécie frequentemente mais isolada de infecções clínicas, 

porém espécies de Candida não-Candida albicans (CNCA) como C. tropicalis, C. 

parapsilosis,  C. glabrata e C. krusei também são isoladas. Estas espécies apresentam 

diferentes perfis de susceptibilidade frente aos antifúngicos, sendo conhecidos casos de 

resistência intrínseca e adquirida, como C. krusei que é intrinsecamente resistente ao 

fluconazol e C. glabrata que apresenta uma tendência natural para diminuição de 

sensibilidade (Chi et al., 2011, Mohammadi et al., 2015).   

Os métodos convencionais de identificação baseiam-se em características 

fenotípicas, como é o caso dos meios cromogênicos, mas, a identificação é muitas vezes 

inconclusiva (Latouche et al., 1997, Alam et al., 2014). No ambiente hospitalar, onde a 

demanda é elevada e o tempo para se obter o resultado é um fator crucial para o inicio 

precoce da terapia antifúngica precisa,  é utilizado o sistema automatizado VITEK 2 

(bioMérieux, Inc., Hazelwood, MO), que proporciona resultados rápidos, com pouca 

intervenção humana e permite a identificação das espécies e o perfil de susceptibilidade 

(Charnot-Katsikas et al., 2014, Melhem et al., 2013).  

Devido à sua sensibilidade e rapidez, métodos diagnósticos moleculares vem 

sendo continuamente utilizados na detecção de agentes patogênicos (Wang et al., 2015).  

A análise de espaçadores transcritos internos (ITS) tem sido utilizada na identificação 

molecular de leveduras, contribuindo de forma importante nas investigações 

epidemiológicas das mesmas. (Schoch et al. 2012).  

A correta identificação dos isolados e a determinação do perfil de 

susceptibilidade são fatores necessários para uma terapia adequada, fator importante 

para reduzir as taxas de mortalidade e morbidade associadas a essa infecção, que muitas 

vezes são causadas pelo aumento da resistência aos antifúngicos e o surgimento de 

novas espécies (Borghi et al., 2010).  

Para constatar a confiabilidade das metodologias de diagnóstico, nosso estudo 

avaliou as diferentes técnicas de identificação de espécies de Candida por meio do 

VITEK 2, CHROMagar Candida e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). O sistema 

automatizado VITEK 2 também foi avaliado para a determinação da suscetibilidade 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohammadi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26015921
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antifúngica, em conjunto com  o método de referencia do Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI).  

 

Material e métodos 

Isolados 

Isolados de Candida spp. de pacientes internados em um  Hospital Público de 

ensino terciário localizado na cidade de Dourados, Mato Grosso do Sul, durante o 

período de março de 2013 a março de 2014 foram incluídos neste estudo.  

As amostras clínicas foram coletadas por profissionais de saúde e cultivadas em 

Agar Sabouraud Dextrose (SDA) Himedia® a 37°C por 48 horas. 

 

Testes de identificação: 

Método automatizado VITEK 2  

Colônias de Candida spp. isoladas no SDA foram submetidas ao sistema 

automatizado VITEK 2 para a identificação. Foi preparado suspensões em solução 

salina estéril a uma turbidez equivalente a um padrão 2 da escala de  McFarland de cada 

isolado e inserida no sistema automatizado  VITEK 2.  A identificação foi considerada 

quando o resultado final foi "excelente" ou "muito bom, de acordo com as 

recomendações do fabricante.  

 

Método cromogênico 

Colônias de Candida spp isoladas em meio SDA foram subcultivadas no meio 

CHROMagar Candida (Difco®) e incubadas a 37°C durante 48 horas e identificadas 

conforme recomendação do fabricante. 

 

Extração de DNA 

A extração de DNA foi realizada a partir de três colônias celulares cultivadas em 

caldo sabouraud por meio do kit de extração Yeastar Genomic. A quantidade (260 nm) 

e pureza (260/280) do DNA genômico foram determinadas por densidade óptica em 

nanofotrofotômetro (NanoPhotometer
TM

 P-300 UV-Vis, IMPLEN®).  

 

Primers PCR 

Para a identificação molecular das espécies foi realizada inicialmente PCR 

Multiplex, na qual foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores específicos de 
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espécies distintas de Candida conforme descritos por Li et al., 2003 (Tabela 1). Para os 

isolados que foram divergentes na identificação automatizadas e microbiológica ou que 

não amplificaram por meio da PCR Multiplex, foi realizada novamente a amplificação 

do DNA com oligonucleotídeos iniciadores universais (White et al., 1990). 

 

 

 

Tabela 1. Primers utilizados na identificação molecular de espécies do gênero 

Candida 

Espécie Sequência 
Fragment

o (pb) 
Genbank Referência 

C. lusitaniae¹ 

Cl F 

5'GTTAGGCGTTGCT

CCGAAAT3' 

116 
AY20707

8 

Li et al 

2003 

C. parapisilosi¹ 

Cp F 

5'GGCGGAGTATAAA

GTAATGGATAG3' 

126 
AY20707

2 

C. tropicalis¹ 

Ct F 

5'AAGAATTTAACGT

GGAAACTTA3' 

149 
AY20708

0 

C. guillermondi¹ 
Cgu F 5'GTATTG GCA 

TGG GTA GTA CTG3' 
185 

AY20707

6 

C. albicans¹ 

Ca F 

5'TCAACTTGTCACA

CCAGATTATT3' 

402 
AY20706

7 

C. Krusei¹ 

Ck F 5'GAT 

TTAGTACTACACTG

CGTG A3' 

475 
AY20707

0 

C. glabrata¹ 

Cgl F 5' 

CACGACTCGACACT

TTCTAATT3' 

632 
AY20706

8 

Universal¹
,
² 

ITS4 R 

5'TCCTCCGCTTATT

GATATGC3' 
- 

M27607 

White et al 

1990 

Universal¹ 

ITS1 F 

5'TCCGTAGGTGAAC

CTGCGG3' 

D89886 

¹Primers utilizados na PCR Multiplex. ²Primers utilizados para amplificar o DNA 

de isolados que foram discrepantes nas identificações automatizadas, 

microbiológica ou molecular ou que não amplificam por meio da PCR Multiplex. 
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Reação em Cadeia pela Polimerase 

Todas as reações de amplificação foram realizadas em termociclador BIORAD 

modelo MyCyclerTM Thermal Cycler. As soluções foram preparadas em volume final 

de 25 µL, constituídos por 12,5 µL de PCR Master MIX (Promega, USA), 1 µL de cada 

Primer (10 pmoles) e 2 µL DNA genômico (10 a 20 ng). 

As condições de ciclagem continham uma etapa de desnaturação inicial de 94ºC 

por 3’, 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1’, anelamento a 55°C por 1’ e extensão a 

72°C por 1’, seguido da extensão final a 72°C por 5’. Os produtos resultantes das 

amplificações por PCR Multiplex foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 

2%, corado com gel red (Uniscience, USA). 

 

Sequenciamento das regiões ITS (Internal Transcribed Spacer) 

Foram sequenciados isolados que apresentaram divergências nos métodos de 

identificação. Para a confirmação da PCR, foi seqüenciado também um isolado de cada 

espécie. Os produtos resultantes da amplificação com primers da região ITS foram 

purificados por meio de Álcool Isoamílico e sequenciados pelo método de Sanger 

(Sanger et al., 1977) no ABI 3500 automated DNA sequencer (Applied Biosystems) 

com os mesmos primers utilizados na PCR e o BigDye Terminator cycle sequencing. 

As sequências obtidas foram analisadas com o auxilio dos Softwares Cap 3 e 

BioEdit e submetidas a alinhamentos, utilizando o Software ClustalW2 (Larkin et al., 

2007). As sequências foram alinhadas com sequências disponíveis no Genbank por 

meio do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

 

Testes de susceptibilidade antifúngica:  

VITEK 2  

O teste com o sistema automatizado VITEK 2 foi realizado de acordo com as 

instruções do fabricante. Os inóculos foram preparados em solução salina estéril a partir 

de colônias isoladas em SDA a 35°C por 24 horas e ajustados a uma turbidez 

equivalente a 2,0 de padrão de McFarland. Após, foram submetidos ao aparelho que fez 

as leituras automaticamente. Os antifúngicos testados foram Anfotericina B (AMB) 

(gama de 0,03-16 µg/ml), Fluconazol (FLC) (gama, 0,12 a 64 µg/ml), e o Voriconazol 

(VRC) (gama de 0,015-8 µg / mL).   

 

 



40 

 

 

 

Microdiluição em caldo (in vitro antimicrobial susceptibility testing) 

As CIMs para todos os isolados foram determinadas seguindo as normas do 

Clinical and Laboratory Standards Institute dos documentos M27-A3 e M27-S4 (CLSI 

2008, CLSI 2012). Os agentes antifúngicos utilizados no estudo foram Anfotericina B 

(AMB) (Squibb Farmacêutica, Princeton, NJ, EUA), Fluconazol (FLC) (Pfizer Inc, New 

York, NY, EUA.) e Voriconazol (VRC) (Pfizer Ltd., Sandwich, Reino Unido).  

Os isolados de Candida foram cultivados em SDA a 35 °C durante 24 horas. As 

suspensões foram preparadas em solução salina estéril (0,85%) e ajustadas para 0,5 a 

2,5 x 10 
3
 UFC / mL. RPMI-1640 (Sigma-Aldrich 

®
, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado 

como meio de cultura, tamponado com ácido 3 morpholino propanesulfonic (Sigma-

Aldrich 
®
 , St. Louis, MO, EUA) a pH 7,0 e suplementado com 2% de glucose. 

O teste foi realizado em microplacas de 96 poços de fundo chato (Nunclon, 

Roskilde, SN, DK) que continham 100 µL de inoculo e 100 µL de uma das 10 

concentrações dos antifúngicos testados. As microplacas foram incubadas a 35 ° C 

durante 48 horas. Todos os testes foram realizados em triplicata. A cepa padrão 

de C. parapsilosis ATCC 22019 foi utilizado como controle. As leituras foram 

realizadas visualmente. CIMs para FLC e VRC foram determinados como a menor 

concentração que inibiu, 50% do crescimento em comparação com a turbidez do 

crescimento de controle. CIM de AMB foi determinada como sendo a menor 

concentração em que não foi detectado crescimento visível. 

Os pontos de corte de susceptibilidade aos antifúngicos foram determinados de 

acordo com os protocolos MS27-S3 e M27-S4. 

 

Resultados 

Isolados  

Neste estudo foram incluídos 81 isolados, sendo 39 provenientes de urina, 12 de 

swab retal, 12 de swab nasal, 8 de aspirado traqueal, 5 de sangue, 3 de ponta de cateter, 

1 de escarro e 1 de lesão de perna e tornozelo.  

 

Identificação  

O sistema automatizado VITEK 2 apresentou 28 (34,6%)  de identificação 

incorreta. O CHROMagar Candida não identificou todos os isolados em nível de 

espécie e 12 (14,8%) foram identificados como Candida spp, apresentando assim 76,6% 

de similaridade na identificação de espécies enquanto que o sistema automatizado 
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VITEK 2 apresentou 65,4%. As espécies de Candida identificadas no CHROMagar, 

VITEK 2 e PCR são demonstradas na tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sequenciamento 

Trinta e seis isolados foram sequenciados, sendo 17 que apresentaram 

divergências nos métodos fenotípicos de identificação, 12 que não foram identificados 

até nível de espécie pelo CHROMagar Candida e 7 isolados para a confirmação da 

PCR, sendo um isolado de cada espécie.  

 

Susceptibilidade antifúngica 

No sistema automatizado VITEK 2, 9 (11,1%) isolados apresentaram resistência 

a AMB, 4 (4,9%) ao FLC e 2 (2,4%)  ao VRC.   

Pelo método padronizado do MIC, apenas 2 (7,4%) dos isolados de C. tropicalis  

apresentaram resistência ao VRC. Para o FCL e AMB todos os isolados foram sensíveis 

(tabela 4). Apenas um isolado apresentou resistência nos dois métodos de 

susceptibilidade antifúngica testados. As Concentrações Mínimas Inibitórias (CMIs) 

capazes de inibir 50% e 90% do crescimento dos isolados são demonstradas na tabela 4. 

Tabela 2: Comparação entre os métodos fenotípicos 

CHROMagar Candida e VITEK 2 e o método molecular 

PCR para a identificação de isolados de Candida spp. 

 

 

Espécie 

 

CHROMagar 

(N) 

VITEK 2 

(N) 

PCR 

(N) 

C. albicans 32 34 31 

C. tropicalis 27 21 27 

C. glabrata 6 5 9 

C. krusei 4 3 6 

C. parapsilosis - 5 4 

C. lusitaniae - 1 2 

C. guilliermondii - 2 2 

C. famata - 8 - 

C. dubliniensis - 1 - 

C. colliculosa - 1 - 

C. spp 12 - - 

 

N, número de isolados de Candida spp. 
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Entre os métodos para a determinação dos valores da suscetibilidade aos 

antifúngicos, houve variações quando consideradas as espécies (tabela 4). O sistema 

automatizado VITEK 2 e a microdiluição em caldo apresentaram 90,3% de resultados 

semelhantes a C. albicans, 88,9% a C. tropicalis e 66,7% a C. glabrata . C. krusei e C. 

parapsilosis apresentaram 50% e os demais isolados apresentaram 100%. 

O sistema automatizado VITEK 2 quando comparado a  microdiluição em caldo 

apresentou 88,89% de resultados concordantes a AMB, 95,06% ao FLC e  97,53% ao 

VRC. 

 

Tabela 4: Variação de susceptibilidade in vitro a anfotericina B, fluconazol e 

voriconazol determinada pelos métodos CLSI MS27-A3 e M27-S4 e VITEK 2 AST-

YS01 dos isolados de Candida spp. 

 

 

Espécie 

(N° de isolados)
 Antifúngico Método Resistentes 

MIC (µg/mL) 

Variação 50% 90% 

Todos os 

isolados (81) 

Anfotericina B 
CLSI 0 0,03-0,5 0,03 0,5 

VITEK 2 9 0,25-16 1 16 

Fluconazol 
CLSI 0 0,25-32 0,5 16 

VITEK 2 4 1-32 8 16 

Voriconazol 
CLSI 2 0,03-2 0,03 0,5 

VITEK 2 2 0,12-1 1 0,12 

C. albicans 

(31) 

Anfotericina B 
CLSI 0 0,03-0,5 0,25 0,5 

VITEK 2 3 0,5-16 1 16 

Fluconazol 
CLSI 0 0,25-2 0,25 0,5 

VITEK 2 0 1-2 1 1 

Voriconazol 
CLSI 0 0,03-0,125 0,03 0,06 

VITEK 2 0 0,12 0,12 0,12 

C. tropicalis 

(27) 

Anfotericina B 
CLSI 0 0,03-0,5 0,03 0,03 

VITEK 2 2 0,25-16 0,5 4 

Fluconazol 
CLSI 0 0,25-4 1 1 

VITEK 2 1 1-4 1 4 

Voriconazol 
CLSI 2 0,03-2 0,06 0,25 

VITEK 2 1 0,12-1 0,12 0,12 

C. glabrata 

(9) 

Anfotericina B 
CLSI 0 0,03-0,5 0,03 0,5 

VITEK 2 2 0,25-16 0,5 16 

Fluconazol 
CLSI 0 0,25-32 16 16 

VITEK 2 0 1-8 4 4 

Voriconazol 
CLSI 0 0,03-1 0,5 1 

VITEK 2 1 0,12-1 0,12 0,12 

C. krusei 

(6) 

Anfotericina B 
CLSI 0 0,03-0,25 0,03 0,03 

VITEK 2 0 0,5-1 1 1 

Fluconazol 
CLSI 0 0,25-32 1 32 

VITEK 2 3 1-32 16 32 

Voriconazol CLSI 0 0,03-0,5 0,5 0,5 
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VITEK 2 0 0,12 0,12 0,12 

C. parapisilosis 

(4) 

Anfotericina B 
CLSI 0 0,03-0,25 0,03 0,03 

VITEK 2 2 0,5-8 4 8 

Fluconazol 
CLSI 0 0,25-1 0,25 0,25 

VITEK 2 0 1-4 2 4 

Voriconazol 
CLSI 0 0,03 0,03 0,03 

VITEK 2 0 0,12 0,12 0,12 

C. lusitaniae 

(2) 

Anfotericina B 
CLSI 0 0,03-0,5 0,03 0,5 

VITEK 2 0 0,5-1 0,5 1 

Fluconazol 
CLSI 0 1-2 1 2 

VITEK 2 0 1 1 1 

Voriconazol 
CLSI 0 0,03 0,03 0,03 

VITEK 2 0 0,12 0,12 0,12 

C. guilliermondii 

(2) 

Anfotericina B 
CLSI 0 0,03-0,5 0,03 0,5 

VITEK 2 0 0,25 0,25 0,25 

Fluconazol 
CLSI 0 0,25-4 0,25 4 

VITEK 2 0 4 4 4 

Voriconazol 
CLSI 0 0,06 0,06 0,06 

VITEK 2 0 0,12 0,12 0,12 
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Discussão 

A identificação de Candida em nível de espécie é uma prática rotineira em 

laboratórios. Meios cromogênicos têm a vantagem de identificação relativamente rápida 

e de preparação simples (Vijaya et al. 2011). No nosso estudo, o meio CHROMagar 

Candida identificou corretamente a maioria dos isolados das espécies de C. albicans e 

todos os isolados de C. tropicalis. Daef et al. (2014) relataram que CHROMagar 

Candida identificou corretamente todos os isolados de C. albicans, C. tropicalis, C. 

glabrata e C. krusei, o que demonstra um bom desempenho deste meio para a 

diferenciação de espécies mais comuns de Candida. Também observamos que dentre os 

isolados que o CHROMagar Candida foi capaz de identificar, 6 (7,4%) foram 

identificados erroneamente.  

O sistema automatizado VITEK 2 identifica a espécie em aproximadamente 18 

horas após incubação, uma vantagem clinicamente importante, enquanto que o 

 CHROMagar Candida requer  48 a 72 horas para a identificação completa. Rajkumari 

et al. (2014) relataram 79,5% de identificação correta pelo sistema automatizado 

VITEK 2 e o CHROMagar Candida  foi capaz de identificar corretamente 85,6% dos 

isolados, corroborando com o nosso estudo, onde o CHROMagar Candida teve um 

melhor desempenho em relação ao VITEK 2.  

A técnica do seqüenciamento neste estudo foi utilizada para comprovar a 

eficácia da PCR. Todos os isolados sequenciados apresentaram os mesmos resultados 

da PCR, confirmando assim a eficácia da mesma. 

Massonet et al. (2004) descreveram que a maior parte dos erros do sistema 

automatizado VITEK 2 estavam relacionadas com a espécie C. glabrata. Vijgem et al. 

(2011) e Rajkumari et al. (2014) também demonstraram falhas na identificação de C. 

glabrata por este método de identificação. Nosso estudo também demonstrou erros 

quanto à identificação de C. glabrata. O sistema automatizado VITEK 2 identificou 

erroneamente quatro (44,4%) isolados desta espécie, o que demonstra a importância da 

correta identificação, pois isolados de C. glabrata tendem a ter uma resistência natural 

aos azóis (Silva et al., 2012). 

Encontramos também erros na identificação da espécie de C. krusei. O sistema 

automatizado VITEK 2 identificou somente três (50%) isolados no período de estudo. 

Consequentemente, estes três pacientes em que o sistema automatizado VITEK 2 não 

conseguiu identificar corretamente podem ter sido tratados de maneira inadequada, uma 

vez que o fluconazol é o antifúngico de primeira escolha no ambiente hospitalar para o 
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tratamento de infecções fúngicas e esta espécie se apresenta resistente a este 

medicamento (Mohammadi et al., 2015). Assim, estes fatos demonstram a importância 

da associação dos resultados de identificação com os resultados da susceptibilidade 

antifungica para uma terapia adequada e segura.  

Ochiuzzi et al. (2014) encontraram diferenças na susceptibilidade de C. glabrata 

associada ao VRC e de C. krusei associada ao FLC. Nosso estudo também observou 

estas discrepâncias, onde um isolado de C. glabrata foi resistente ao VRC no VITEK 2 

e susceptível na microdiluição em caldo e 3 isolados de C. krusei não apresentaram 

resistência ao FLC no sistema automatizado VITEK 2. Borghi et al. (2010) também 

apresentaram discrepâncias entre esses métodos de susceptibilidade relacionados ao 

VRC e FLC, reforçando a idéia de que o sistema automatizado VITEK 2 apresenta 

falhas na avaliação da susceptibilidade.  

 Melhem et al. (2013) observaram resultados falsos-positivos para AMB no 

sistema automatizado VITEK 2. Em nosso estudo, podemos observar que 11,1% dos 

isolados apresentaram resistência a AMB no sistema automatizado VITEK 2 e que não 

foram confirmados pelo método da microdiluição em caldo. 

A vigilância das espécies envolvidas nas infecções causadas por estas leveduras 

junto com os perfis de susceptibilidade antifúngica fornece aos hospitais um 

instrumento de grande valia de modo a evitar tratamentos empíricos. O sistema 

automatizado VITEK 2 e o CHROMagar Candida demonstraram um bom desempenho 

para a identificação laboratorial de isolados clínicos, porém, a PCR demonstrou 

melhores resultados. No entanto, esta técnica ainda não contempla as necessidades da 

rotina laboratorial dos hospitais.  

No ambiente hospitalar, o monitoramento do desenvolvimento de resistência 

antifúngica durante a terapia deve ser avaliado numa base de rotina para controlar e 

prevenir infecções hospitalares e a disseminação de isolados resistentes. O sistema 

automatizado VITEK 2 para determinar a suscetibilidade aos antifúngicos demonstrou 

ser eficiente quando comparado com o método da microdiluição em caldo. A 

capacidade do sistema automatizado para proporcionar resultados de CIM é 

reprodutível, apesar de ter apresentado valores maiores de CIM para alguns isolados que 

não foram confirmados. 

O sistema automatizado VITEK 2 representa uma ferramenta importante na 

identificação e determinação da susceptibilidade antimicrobiana dentro do ambiente 

hospitalar, pois a disponibilidade de seus resultados são rápidos, desempenhando um 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ochiuzzi%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25011594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melhem%20M%5Bauth%5D
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papel fundamental na terapia. Mas, considerando que o VITEK 2 tem um custo-

benefício maior que o CHROMagar Candida e que este apresentou resultados tão bons 

ou melhor do que o sistema automatizado e demonstrou ser um método fácil e preciso 

para identificação presuntiva das espécies mais comumente encontradas de Candida, o 

seu uso seria uma alternativa útil em centros hospitalares com recursos limitados. Além 

disso, o uso associado dos resultados de susceptibilidade com os resultados da 

identificação diminuiria erros durante a terapia antifúngica. 
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6 ANEXOS 

 

6.1 Anexo 1: Normas para publicação do periódico 

 

Revista do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo 

Journal of the São Paulo 

Institute of Tropical Medicine 

 

To publish articles dealing with research on different aspects of tropical 

infectious diseases, provided that data and results are directly linked to human health. 

 

Normas para elaboração do Manuscrito: 

O guia com informações e normas para a elaboração do manuscrito para a 

publicação encontra-se disponível em: 

http://www.scielo.br/revistas/rimtsp/iinstruc.htm 

 

  

http://www.scielo.br/revistas/rimtsp/iinstruc.htm
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6.2 Anexo 2: Carta de Submissão 

 

 

 


