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RESUMO 
 
 
A candidíase orofaríngea é considerada a infecção oportunista de maior prevalência 
em pacientes infectados com o vírus da imunodeficiência humana (HIV). Esta 
patologia pode ocorrer em mais de 50% dos indivíduos infectados com HIV, e em 
mais de 80% dos que adquiriram a síndrome da imunodeficiência humana (AIDS), 
pelo menos uma vez durante o curso da doença. Neste trabalho, foram isoladas 
leveduras da cavidade oral de pacientes infectados por HIV atendidos no Centro 
Integrado de Doenças Infecciosas em Londrina, Paraná. Todos os isolados foram 
identificados e sua atividade proteolítica testada. Adicionalmente foi avaliado o 
padrão de susceptibilidade in vitro dos isolados ao fluconazol. A espécie Candida 
albicans (71,4%) foi o isolado mais prevalente da população estudada. Espécies 
Não-albicans foram isoladas de 8 pacientes (28,6%), e estas foram identificadas 
como C. krusei (3), C. tropicalis (2) e três isolados não puderam ser identificados. 
Somente um isolado de C. krusei foi resistente ao fluconazol (CIM = 64 µg/ml), e 
três foram considerados susceptíveis dose dependente (CIM= 32µg/ml). Com 
exceção de um, os outros isolados apresentaram atividade proteolítica secretada à 
caseína do leite. Não foram observadas diferenças na atividade proteolítica entre as 
amostras de Candida de pacientes em Highly Active Antiretroviral Therapy 
(HAART) e com o grupo que não se encontrava neste tratamento. 
 
 
Palavras-chave: Candida. Fluconazol. Protease. HIV. 
 



ABSTRACT 
 
 

Oropharyngeal candidiasis (OPC) is the most prevalent opportunistic infection in 
human immunodeficiency virus (HIV)-infected patients. It may occurs in up to 50% 
of the HIV-infected individuals and in up to 80% of those with acquired 
immunodeficiency disease syndrome (AIDS), at least once, during the course of their 
disease. We isolated yeasts from oral cavity of HIV-infected individuals attended at 
Centro Integrado de Doenças Infecciosas in Londrina, Paraná. All isolates were 
identified and tested for secreted proteinase activity. In addition, we evaluated the 
in vitro susceptibility pattern of the isolates against fluconazole. Candida albicans 
(71.4%) was the most prevalent species isolated in the population studied. Non-
albicans species were isolated from 8 patients (28.6%), and they were identified as 
C. krusei (3), C. tropicalis (2) and three isolates can not be identified. Only one 
isolate of C. krusei was resistant to fluconazole (MIC=64 µg/ml) and three were 
susceptible dose dependent yeasts (MIC=32 µg/ml). Except one, the others isolates 
showed the presence of secreted proteinase activity on the skimmed milk. No 
differences in proteinase activity were observed among Candida strains isolated from 
patients on Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART) or the group not receiving 
this treatment. 
 
 
Keywords: Candida. Fluconazole. Proteinase. HIV. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 



LISTA DE FIGURAS 
 
Figura 1:  Representação esquemática da morfogênese de C. albicans .............15 

Figura 2:    Clamidósporos. A: Microscopia óptica; B: Microscopia Eletrônica de 

Varredura .............................................................................................16 

Figura 3:  Localização de Sap in vitro. Linhagens de C. albicans SAP+ e SAP- 

foram crescidas em meio contendo BSA (meio de indução) e 

preparadas para microscopia eletrônica de transmissão. A 

presença de Sap foi detectada através da ligação com anticorpo 

monoclonal anti-Sap marcado com ouro coloidal. A. C. albicans 

SAP-. B. C. albicans  SAP+. As setas mostram as partículas de 

ouro, indicando sua localização na região da parede celular 

próxima a membrana citoplasmática....................................................18 

Figura 4:  Localização de Sap in vivo. Linhagens de C. albicans SAP+ e SAP- 

foram inoculadas intravaginalmente em ratas Wistar 

ovarioctomizadas. Amostras dos microrganismos foram coletadas 

de tempos vaiados e preparadas para microscopia eletrônica de 

transmissão. Em A,B,C as proteínas foram detectadas após ligação 

com anticorpo monoclonal anti-Sap. A. Célula controle (sem 

incubação com anticorpo). B. Levduras após 24 horas de infecção. 

C. Leveduras após 5 dias de infecção. Não há marcação de 

partículas de ouro. D. Detecção de Sap através de anticorpo 

policlonal anti-Sap ................................................................................18 

Figura 5: Dendrograma da família SAP de C. albicans baseado na seqüência 

de aminoácidos. Saps 1-3 e Saps 4-6 apresentam 67% e 89% de 

homologia entre elas. Saps 9 e 10 apresentam seqüência 

consenso na extremidade C-terminal de proteínas ancoradas a 

membrana. Sap 7 apresenta cerca de 20 a 27% de homologia 

entre os demais componentes .............................................................19 

Figura 6:  Representação esquemática dos principais domínios de Sap .............20 

Figura 7:  Crescimento de diferentes espécies de Candida em meio 

CHROMagar. A-B: Colônias de C. albicans são lisas e verde-

claras. C-D: C. krusei cresce formando colônias grandes, rugosas e 

de coloração rosa. E-F: Colônias azuis apresentando um halo de 

pigmentação púrpura ao seu redor são características de C. 

tropicalis. G-H: C.glabrata formam colônias pequenas, lisas e rosas ..23



Figura 8:  Candidíase de cavidade oral. A: Candidíase Eritematosa, 

caracterizada por ederna e eritema da mucosa do palato; B: 

Candidíase Paseudomembranosa, com presença de placas 

pseudomembranosas confluentes........................................................28 

Figura 9:  Identificação Molecular dos isolados. A: Produtos de amplificação 

do 1º seminested PCR, utilizando os oligonucleotídeos CTSF e 

CTSR. M: 1Kb Ladder; lanes 1: C.albicans; 2: C. glabrata; 3: C. 

tropicalis. B: Produtos da 2º reação do seminested PCR, utilizando 

os oligonucleotídeos CTSR e o correspondente espécie-específico: 

CADET para C. albicans (1), CGDET para C. glabrata (2) e CTDET 

para C. tropicalis (3); M: 1Kb Ladder. C: Produto de amplificação 

do (chs 1 – PCR) utilizando os oligonucleotídeos KRUS1 e KRUS 2 

(lanes 1,2 e 3); M: 1Kb Ladder. Eletroforese em gel de agarose a 

1,5% corado com brometo de etídeo 0,5 µg/mL. .................................44 

Figura 10:  Atividade proteolítica em placa de amostras clínicas de Candida. A 

e D – altas produtoras, B – baixa atividade de proteases, C – não 

produtora..............................................................................................48 

Figura 11:  Porcentagem de amostras clínicas de Candida isoladas de 

cavidade oral de pacientes portadores de HIV de acordo com a 

produção de proteases.........................................................................49 

 



LISTA DE TABELAS 
 
Tabela 1:  Características fenotípicas diferenciais entre C. albicans e C. 

dubliniensis.............................................................................................22 
Tabela 2:  Técnicas moleculares empregadas para identificação de Candida sp...24 

Tabela 3:  Seqüência dos oligonucleotídeos iniciadores para reações de 

amplificação em cadeia pela polimerase................................................38 

Tabela 4:  Classificação da atividade proteolítica segundo valores de Pz ..............42 

Tabela 5:  Dados obtidos através da análise dos isolados de cavidade oral de 

pacientes portadores de HIV..................................................................50 

 
 
 
 

 



SUMÁRIO 
 
1 INTRODUÇÃO .......................................................................................................14 

1.1 CANDIDA SP ..........................................................................................................14 

1.2 PROTEASES...........................................................................................................16 

1.3 IDENTIFICAÇÃO ......................................................................................................21 

1.4 CANDIDÍASE ..........................................................................................................26 

1.4.1 Candidíase e pacientes HIV positivos ..............................................................31 

 

2 OBJETIVOS...........................................................................................................35 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS .....................................................................................36 

3.1 ISOLADOS CLÍNICOS ...............................................................................................36 

3.2 IDENTIFICAÇÃO EM CHROMÁGAR CÂNDIDA .............................................................36 

3.3 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR ...................................................................................36 

3.3.1 Extração de DNA..............................................................................................36 

3.3.2 Reação em cadeia da polimerase ....................................................................37 

3.3.2.1 Oligonucleotídios iniciadores.........................................................................37 

3.3.3 Amplificação do DNA........................................................................................38 

3.3.4 Eletroforese em gel de agarose .......................................................................39 

3.4 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS ...........................................................40 

3.4.1 Estoque dos antifúngicos .................................................................................40 

3.4.2 Teste de sensibilidade......................................................................................4 

3.5 ATIVIDADE PROTEOLÍTICA EXTRACELULAR ...............................................................41 

3.5.1 Cultura de Indução ...........................................................................................41 

3.5.2 Preparo do Inoculo ...........................................................................................41 

3.5.3 Atividade Proteolítica em Placa........................................................................42 

3.5.4 Determinação de Pz.........................................................................................42 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO .............................................................................43 

4.1 PACIENTES............................................................................................................43 

4.2 MEIO CHROMÁGAR CÂNDIDA ................................................................................43 

4.3 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR ...................................................................................44 

4.4 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE  AOS ANTIFÚNGICOS.....................................................46 

4.5 ATIVIDADE PROTEOLÍTICA EXTRACELULAR ...............................................................47



REFERÊNCIAS.........................................................................................................51 

 

ANEXO......................................................................................................................66 

ARTIGO 1: CANDIDA SP: IDENTIFICAÇÃO ATRAVÉS DE MEIO CROMOGÊNICO E TÉCNICA DE 

SEMI-NESTED PCR..........................................................................................67 

ARTIGO 2: IDENTIFICATION AND SECRETED PROTEINASE ACTIVITY OF CANDIDA ISOLATES 

FROM ORAL MUCOSAS OF HIV-INFECTED PATIENTS ............................................78 

 



 14

1 INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 CANDIDA SP 
 

 
O gênero Candida compreende espécies comensais de leveduras 

que são comumente isoladas da vagina e também do trato gastrintestinal, onde 

vivem em equilíbrio com a microbiota e com o sistema imune do hospedeiro. 

Algumas espécies como C. albicans são pleomórficas, ou seja, 

apresentam morfologia variada frente a diferentes condições ambientais, tais formas 

incluem blastosporos, pseudo-hifas, hifas verdadeiras e clamidosporos (MOLERO e 

cols., 1998). 

Os blastosporos são formas unicelulares ovóides que se dividem 

assexuadamente por brotamento. Esse processo envolve o crescimento de uma 

nova célula a partir de um ponto específico na superfície do blastosporos, 

usualmente no polo distal da cicatriz de um ciclo reprodutivo anterior. O brotamento 

também pode ocorrer, com menos freqüência, de forma bipolar. Posteriormente 

ocorre a divisão nuclear e um septo é formado entre as células parental e filha. 

Quando as células-filhas não se desprendem, formam-se as pseudohifas. Na 

transição levedura-hifa, ocorre inicialmente a formação do tubo germinativo que 

cresce longitudinalmente através do polo distal. Ocorre a divisão mitótica dentro do 

tubo e os septos são formados, dando origem às hifas (Figura 1). 
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Fonte:Medical Microbiology, Samuel Baron, 4th ed. 1996. 
Figura 1: Representação esquemática da morfogênese de C. 

albicans.  
 

 

Os clamidosporos são estruturas de resistência, a semelhança dos 

esporos bacterianos, formados pela diferenciação das hifas em condições adversas. 

In vitro, os clamidosporos podem ser formados após incubação do fungo em meio 

contendo extrato de arroz e Tween 80. Apresentam parede espessa, citoplasma 

concentrado e podem localizar-se no meio ou no final das hifas (Figura 2). 
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Figura 2: Clamidosporos. A: Microscopia óptica; B: Microscopia Eletrônica de 
Varredura. 
 

 

Diferentes espécies de Candida são patógenos oportunistas 

humanos que vivem como comensais, em um ou mais locais do corpo, na maioria de 

indivíduos saudáveis podendo, inclusive, atingir altas densidades celulares sem 

sintomas de doença (SOLL, 2002). Porém, podem causar infecções mucosas, 

cutâneas e sistêmicas (ROGERS & BARKER, 2002; BARKER e cols., 2004). 

Embora a maioria das infecções por Candida ocorra em resposta a alterações 

fisiológicas, que afetam principalmente os sistemas de defesa do hospedeiro 

(FIDEL & SOBEL, 1996), o microrganismo possui algumas características e alguns 

fatores de virulência que contribuem para promoção da infecção: a) reprodução 

relativamente rápida; b) alteração morfológica; c) produção de enzimas hidrolíticas, 

como proteases, lipases e fosfolipases; d) capacidade de adesão ao epitélio do 

hospedeiro e materiais médicos implantados; e) mudança fenotípica (switching 

fenotípico); e f) variação de superfície e hidrofobicidade (STAIB e cols., 2000; 

HAYNES, 2001). 

 
 

1.2 PROTEASES 
 

 

As aspartil proteases são enzimas proteolíticas da família pepsina. 

Os componentes dessa família caracterizam-se pela presença de dois domínios 
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contendo o motivo Asp-Thr/Ser-Gly (ácido aspártico-treonina/serina-glicina) no qual, 

os resíduos de ácido aspártico participam da atividade catalítica. Geralmente 

apresentam melhor atividade em pH ácido e são especificamente inibidas por 

pepstanina A (DUNN, 2002). 

As aspartil proteases secretadas (“Sap: secreted aspartyl 

proteinase”) são as principais responsáveis pela atividade proteolítica extracelular de 

C. albicans. Homólogos dessas enzimas também foram detectados em outras 

espécies de Candida, tais como C. guilhermondii (MONOD e cols, 1994), C. 

tropicalis (MACDONALD, 1984; TOGNI e cols, 1991; MONOD e cols, 1994; ZAUGG 

e cols, 2001) C. parapsilosis (MACDONALD, 1984; MONOD e cols, 1994), C. 

dubliniensis (GILFILLAN e cols, 1998). 

A atividade dessas enzimas pode ser facilmente detectada in vitro 

em culturas de células crescendo em meio contendo uma fonte de nitrogênio 

exógena, tais como albumina bovina sérica (MACDONALD, 1984; HOMMA e cols., 

1993; KURIYAMA e cols., 2003), colágeno e polímeros de L e D-glutamato 

(LERNER & GOLDMAN, 1993), mucina (COLINA e cols., 1996) e hemoglobina 

(DOSTÁL e cols., 2003). Além disso, a presença de Saps durante o processo 

infeccioso também tem sido detectada (DE BERNARDIS e cols., 1999; SCHALLER e 

cols., 1999b; STAIB e cols., 2000). 

A expressão de Sap em meio de cultura inicia no meio da fase de 

crescimento exponencial, atingindo níveis elevados durante o final da fase log e 

início da fase estacionária. A atividade proteolítica pode ser detectada no 

sobrenadante da cultura até 5 dias de crescimento (WHITE e cols., 1993). Stringaro 

e cols., (1997) utilizando linhagens de C. albicans produtora (Sap+) e não produtora 

(Sap-) de Saps mostraram que essas proteases localizam-se na parede celular em 

proximidade da membrana citoplasmática, tanto in vitro (Figura 3) como in vivo 

(Figura 4). 
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A B

 
Fonte: Strigaro e cols., 1997. Barra: 1µm. 
Figura 3: Localização de Sap in vitro. Linhagens de C. albicans 

SAP+ e SAP- foram crescidas em meio contendo BSA 
(meio de indução) e preparadas para microscopia 
eletrônica de transmissão. A presença de Sap foi 
detectada através da ligação com anticorpo monoclonal 
anti-Sap marcado com ouro coloidal. A. C. albicans SAP-. 
B. C. albicans  SAP+. As setas mostram as partículas de 
ouro, indicando sua localização na região da parede 
celular próxima a membrana citoplasmática.  

 

Fonte: Strigaro e cols., 1997. Barra: 1µm. 
Figura 4: Localização de Sap in vivo. Linhagens de C. albicans 

SAP+ e SAP- foram inoculadas intravaginalmente em ratas 
Wistar ovarioctomizadas. Amostras dos microrganismos 
foram coletadas de tempos vaiados e preparadas para 
microscopia eletrônica de transmissão. Em A,B,C as 
proteínas foram detectadas após ligação com anticorpo 
monoclonal anti-Sap. A. Célula controle (sem incubação 
com anticorpo). B. Levduras após 24 horas de infecção. 
C. Leveduras após 5 dias de infecção. Não há marcação 
de partículas de ouro. D. Detecção de Sap através de 
anticorpo policlonal anti-Sap. 
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As Saps de C. albicans compõem uma família de pelo menos 10 

genes (SAP 1-10), cuja ativação e expressão, ainda não foram totalmente 

elucidadas. Análises de seqüência de aminoácidos mostram que Saps 1-3 e Saps 4-

6 apresentam cerca de 67% e 89% de homologia entre elas. As Saps 9 e 10 

apresentam uma seqüência consenso típica de proteínas que ficam ancoradas na 

membrana celular através de uma molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Por 

outro lado, Sap 7 apresenta somente cerca de 20 a 27% de homologia com os 

demais componentes (STEHR e cols., 2000) (Figura 5). 

 

Fonte: Stehr e cols., 2000. 
Figura 5: Dendrograma da família SAP de C. albicans 

baseado na seqüência de aminoácidos. Saps 
1-3 e Saps 4-6 apresentam 67% e 89% de 
homologia entre elas. Saps 9 e 10 apresentam 
seqüência consenso na extremidade C-terminal 
de proteínas ancoradas a membrana. Sap 7 
apresenta cerca de 20 a 27% de homologia 
entre os demais componentes. 

 

 

As Saps são traduzidas como preproenzimas no retículo 

endoplasmático rugoso (Figura 6). O peptídeo sinal (aproximadamente 60 a 200 

resíduos de aminoácidos) é clivado por uma peptidase sinal nesse mesmo 

compartimento (HUBE & NAGLIK, 2001). A protease Kex2 remove o propeptídeo 
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Lys-Arg (lisina-arginina) no complexo de Golgi, ativando as Saps que são 

posteriormente transportadas no interior de vesículas para a superfície celular e são 

secretadas (NEWPORT & AGABIAN, 1997). 
 

Fonte: Chen e cols., 2002. 
Figura 6: Representação esquemática dos principais 

domínios de Sap. 
 

 

A participação de Saps durante o estado comensal ou patogênico 

pode ser evidenciada através de ensaios in vitro ou em modelos animais utilizando 

inibidores enzimáticos específicos (FALLON e cols., 1997; BORG-VON ZEPELIN e 

cols., 1999; SCHALLER e cols., 2000; SCHALLER e cols., 2003) ou mutantes nulos 

para esses genes (HUBE e cols., 1997; SANGLARD e cols., 1997; BORG-VON 

ZEPELIN e cols., 1998; WATTS e cols., 1998; SCHALLER e cols., 1999a; 

SCHALLER e cols., 2003). E ainda através de ensaios de transformação de S. 

cerevisae ou C. albicans (DUBOIS e cols., 1998; STAIB e cols., 2000). 

Vários estudos mostram que as Saps podem contribuir para a 

adesão ao tecido hospedeiro (WATTS e cols, 1998) e invasão pela degradação ou 

por causar distúrbios na integridade celular e substâncias intercelulares 

(MORSCHHÄUSER e cols, 1997), ou ainda, destruindo células e moléculas do 

sistema imune para evitar ou resistir a seus ataques (KAMINISHI e cols, 1995). 

Proteínas da matriz extracelular e de superfície tais como queratina, colágeno, 

laminina, fibronectina e mucina são eficientemente degradadas por essa enzima. 

Além disso, várias proteínas de defesa do hospedeiro, que são normalmente 

resistentes à marioria das proteases bacterianas, também podem ser hidrolisadas 

pela SAP2, como as imunoglobulinas A e G (RÜCHEL, 1986). 

O papel das Saps como fator de virulência pode ser reforçado pelo 

fato de que em pacientes portadores de HIV sob HAART associado a inibidores de 

proteases, a freqüência de candidíase orofaríngea tem diminuído quando 

comparado com pacientes não tratados ou tratados com outras substâncias (De 



 21

BERNARDIS e cols., 1996). Esse quadro pode estar associado a menor atividade de 

Saps dos isolados de leveduras desses pacientes (De BERNARDIS e cols, 2004). 

Isolados de leveduras tratados com inibidores de protease 

(saquinavir e indinavir) mostraram–se menos virulentos in vitro (KORTING e cols., 

1999). Por outro lado, isolados altamente produtores de proteases mostraram-se 

mais patogênicos para camundongos quando inoculados por via endovenosa (De 

BERNARDIS e cols., 1996). E finalmente, Isolados de C. albicans de pacientes 

portadores do vírus HIV apresentaram maior atividade de Saps (OLLERT e cols., 

1995; De BERNARDIS e cols., 1996). 

 
 

1.3 IDENTIFICAÇÃO 
 
 
A identificação das diferentes espécies de Candida por métodos 

convencionais é trabalhosa e requer longo período de tempo. Estes métodos são 

baseados na micromorfologia celular e das colônias, assimilação de açúcares e 

testes de fermentação (KURTZMAN & FELL, 1998). A formação de tubo germinativo 

em presença de soro in vitro e a produção de clamidoconídeos são utilizados em 

laboratório clínico como critérios preliminares para diferenciar C. albicans de 

espécies Não-albicans. Entretanto, C. dubliniensis é uma nova espécie (SULLIVAN e 

cols., 1995), que produz clamidoconídeos e tubo germinativo, e durante muito tempo 

foi classificada como C. albicans atípica devido a outras características fenotípicas 

diferentes. A Tabela 1 mostra algumas características distintas entre essas duas 

espécies. 

C. dubliniensis é reconhecida como um significante patógeno 

humano e está primariamente associada com infecções orais e orofaríngeas em 

pacientes infectados com vírus HIV. Raramente é encontrada na microbiota normal 

de indivíduos saudáveis e normalmente encontrada em processos infecciosos em 

combinação com outras espécies de levedura, especialmente C. albicans 

(SULLIVAN e cols, 2004). 
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Tabela 1: Características fenotípicas diferenciais entre C. albicans e C. dubliniensis 

Características C. albicans C. dubliniensis 

Produção de tubo 

germinativo 

++ + 

Produção de 

clamidoconídeos 

+ ++ 

Crescimento a 37 oC ++ ++ 

Crescimento a 42 oC + - 

Crescimento a 45 oC + - 

Crescimento em caldo com 

6,5% NaCl 

+ - 

Utilização de xilose + - 

Utilização de lactato + - 

Utilização de α-metil-D-

glucosídeo 

+ - 

Utilização de trealose + ± 

Crescimento em 

CHROMagar Candida 

Azul esverdeada Verde escura 

Crescimento em meio Pal Colônia lisa Colônia rugosa 

++ Alto; + Médio; - Negativo; ± Intermediário. Fonte: Sullivan e cols., (2004), com 
modificações. 

 

 

Vários meios seletivos diferenciais cromogênicos para identificação 

presuntiva das amostras de Candida foram desenvolvidos (ODDS & BERNAERTS, 

1994; COOKE e cols., 2002; HORVATH e cols., 2003). Esses meios contêm 

substratos que reagem com enzimas secretadas pelos fungos produzindo colônias 

com várias pigmentações. Essas enzimas são espécies-específicas, permitindo 

identificar os microrganismos através da cor e características da colônia (Figura 7). 
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Figura 7: Crescimento de diferentes espécies de Candida em meio 
CHROMagar. A-B: Colônias de C. albicans são lisas e verde-
claras. C-D: C. krusei cresce formando colônias grandes, 
rugosas e de coloração rosa. E-F: Colônias azuis 
apresentando um halo de pigmentação púrpura ao seu redor 
são características de C. tropicalis. G-H: C.glabrata formam 
colônias pequenas, lisas e rosas. Fonte: A,C,E,G – Odds & 
Bernaerts, (1994), com modificações. B, D, F, H – Horvath e 
cols., (2003), com modificações. 
 

 

 As características fenotípicas utilizadas para identificação são 

influenciadas pelas condições da cultura e, portanto, podem sofrer variação entre as 

mesmas espécies. Conseqüentemente os métodos moleculares podem ser 

empregados como ferramenta importante, auxiliando os testes bioquímicos e 
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morfológicos na identificação de Candida sp. Frequentemente esses métodos 

baseiam-se na técnica de amplificação em cadeia pela polimerase, utilizando 

oligonucleotídeos iniciadores específicos ou randômicos (Tabela 2) (ERJAVEC & 

VERWEIJ, 2002). 

 

Tabela 2: Técnicas moleculares empregadas para identificação de Candida sp. 

Técnica Descrição Referência 
Detecção de ITS2 (seqüência espaçadora) 
dos genes rDNA de amostras cultivadas in 
vitro. 

Park e cols., 2000 

Detecção do domínio D1/D2 da subunidade 
maior do gene rDNA (LSU rDNA) de 
amostras ressuspensas em água. 

Brinkman e cols., 
2003 

Detecção da seqüência de rDNA 18 S de 
amostras cultivadas in vitro e a partir de 
sangue de pacientes. 

White e cols., 
2003. 

PCR em tempo real 

Detecção de ITS 2 entre a os genes 5.8 S e 
28 S de mostras cultivadas in vitro e a partir 
de sangue. 

Maaroufi e cols., 
2003 

 Detecção de regiões do RNAr de espécies 
de Candida por PCR em tempo real e 
pyrosequencing. 

Trama e cols., 
2005.  

Amplificação de seqüência complementar ao 
gene CHS1 (quitina sintetase) de amostras 
isoladas de tartaruga e cultivadas in vitro. 

Milde e cols., 2000Multiplex PCR 

Amplificação de ITS1 e ITS2 de amostras 
cultivadas in vitro e a partir de sangue de 
pacientes. 

Chang e cols., 
2001 

RFLP: amplificação de seqüências 
complementares a ITS1 e ITS4 seguida de 
digestão enzimática com as endonucleases 
de restrição Hae III, Dde I e Bfa I. Amostras 
obtidas a partir de cultura in vitro. 

Williams e cols., 
1995 

PCR 

RFLP: amplificação de uma região do gene 
L1A1 (lanosterol 14-α demetilase) seguida 
da digestão enzimática com Hinc II, Nsi I e 
Sau 3A. As amostras são provenientes de 
cultura in vitro e de diferentes sítios 
anatômicos. 

Morace e cols., 
1997 
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Amplificação de seqüências complementares 
a região 18 S do rDNA Seguida de 
hibridação com seqüências espécie-
específicas a aprtir de amostras cultivadas in 
vitro. 

Loeffler e cols., 
2000 

Amplificação de seqüências complementares 
a região 28 S do rDNA seguida de análise de 
polimorfismo conformacional de fita simples 
(SSCP) a partir de amostras cultivadas in 
vitro. 

Hui e cols., 2000 

Semi-nested PCR: amplificação de 
seqüências complementares a extremidade 
3’ do rDNA 5.8 S e 5’ do rDNA 28 S. 
Amostras obtidas a partir de cultura in vitro e 
sangue de pacientes. 

Ahmad e cols., 
2002 

AFLP: amplificação de fragmentos de DNA 
ligados previamente a adaptadores e análise 
em gel de agarose. Amostras obtidas a partir 
de cultura in vitro. 

Borst e cols., 2003

RAPD: amplificação utilizando 
oligonucleotídeos randômicos a partir de 
cultura in vitro. 

Bautista-Muñoz e 
cols., 2003 

Amplificação do gene CaMP65 para 
identificação em amostras biológicas, como 
sangue, soro e urina. 

Arancia e cols., 
2004. 

RFLP: Análise do padrão de restrição de 
regiões do RNAr a cinco diferentes enzimas 
de restrição. 

Deak e cols., 2004.

 

PCR-EIA: amplificação de fragmento 
correspondente região entre ITS3 e ITS4 
seguida de ensaio imunoenzimático, 
utilizando os amplicons como “antígeno”. 

Coignard e cols., 
2004 

 Amplificação de seqüências repetitivas 
(RPS) de C. albicans, com objetivo de 
diferenciar C. albicans de C. dubliniensis e 
C. stellatoidea. 

Kanbe e cols., 
2005. 

 Amplificação da região ITS1, 
sequenciamento e análise de SSCP (single 
stranded conformation polymorphism) 

Kumar e cols., 
2005. 

NASBA: Nucleic 

Acid Sequence 

Based Amplification 

Amplificação em cadeia pela polimerase a 
partir de RNA (reação de RT, RNAse H, T7 
RNA polimerase a 41 oC  acopladas) 
correspondente a região18 S do rDNA. 
Amostras obtidas a partir de cultura in vitro e 
sangue de pacientes. 

Widjojoatmodjo e 
cols., 1999 
Loeffler e cols., 
2003 
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Sequenciamento Análise de seqüência de  fragmento 
complementar a região 18 S do rDNA 

Gharizadeh e 
cols., 2004 

 Análise da seqüência do domínio D1D2 do 
gene do RNAr 26S, região ITS1 do RNAr 
5,8S e região ITS2. 

Suezawa e cols., 
2006. 

DNA Microarray Análise através de DNA Microarray através 
da variação de seqüência das regiões ITS do 
gene do RNAr. 

Leinberger e cols., 
2005. 

 

 

1.4 CANDIDÍASE 
 

 

A freqüência de infecções fúngicas humanas vem crescendo 

constantemente nos últimos anos. Ainda que estas infecções em geral sejam menos 

comuns do que as infecções bacterianas, pelo menos três aspectos as tornam cada 

vez mais relevantes. Primeiro, infecções oportunistas em indivíduos 

imunocomprometidos representam uma causa cada vez mais comum de morbidade 

e mortalidade. Muitos fatores têm contribuído para o aumento dessas infecções 

oportunistas: pacientes com infecção por HIV, quimioterapias prolongadas, 

imunossupressão depois de transplantes, aumento em procedimentos médicos 

invasivos e tratamentos com corticosteróides e antibióticos de largo espectro. 

Segundo, mesmo com a existência de muitos compostos antifúngicos, estes, 

freqüentemente, têm uso limitado devido a alta toxicidade e efeitos colaterais (De 

BACKER e cols., 2000). E terceiro, a ocorrência de isolados resistentes a agentes 

antifúngicos (CIRAK e cols., 2003). 

Dentre as infecções por fungos oportunistas que emergiram, 

principalmente como uma causa importante de morbidade e mortalidade em 

pacientes imunocomprometidos, destacam-se as espécies de Candida e Aspergillus 

(revisto por WALSH & GROLL, 1999; e RICHARDSON, 2005). As infecções 

causadas por esses fungos, juntamente com espécies de Cryptococcus e 

Mucoraceae são mais freqüentes em pacientes neutropênicos. E as espécies de 

Histoplasma, Cocciciodes e Blastomyces acometem principalmente indivíduos que 

apresentam imunidade celular comprometida (revisto por RICHARDSON, 2005). 
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Outras espécies fúngicas menos freqüentes, mas clinicamente 

importantes, incluem Fusarium sp, Acremonium sp., Paecilomyces sp., Trichoderma 

sp., Pseudallescheria sp., Bipolaris sp., e Cladophialophora sp. As micoses 

causadas por esses agentes freqüentemente são refratárias à terapia convencional. 

Um número crescente de diferentes membros da classe Zygomicetes tem surgido 

como causa de importantes infecções letais, apesar da existência de medicamentos 

agressivos e intervenções cirúrgicas (revisto por WALSH & GROLL, 1999). 

As infecções causadas por Candida sp. podem ser divididas em 

duas classes principais: infecção superficial e sistêmica. A candidíase superficial 

(mucosa ou cutânea) resulta de um desequilíbrio local, o que leva a um aumento no 

número de células fúngicas, causando danos ou invasão do epitélio local. As 

infecções de mucosa são mais freqüentes na cavidade oral (orofaringe - “sapinho” e 

esôfago – esofagite) e vaginal. 

A candidíase de mucosas caracteriza pela presença de placas 

pseudomembranosas pontuais ou confluentes (colônias visíveis do fungo), eritema 

(colônias não visíveis). Ainda podem ocorrer queilite angular (fissuras no “canto” da 

boca), e na vagina, prurido e corrimento (VAN BURIK & MAGEE, 2001). 

A candidíase oral pode ser classificada em quatro tipos clínicos 

distintos (CANNON e cols., 1995): 

a. Candidíase pseudomembranosa: caracterizada pela presença de 

placas esbranquiçadas, facilmente removidas, na mucosa oral e língua (Figura 8B); 

b. Candidíase eritematosa crônica: normalmente está associada ao 

uso de próteses dentárias . Apresenta edema e eritema de mucosa do palato (Figura 

8A); 

c. Candidíase hiperplástica crônica: apresenta lesões 

esbranquiçadas e quando submetidas à biópsia, são encontradas hiperplasia 

epitelial e formas filamentosas do fungo. Pode estar associada à presença de câncer 

na cavidade oral; 

d. Candidíase eritematosa aguda: a mucosa oral, particularmente a 

língua, apresenta-se avermelhada. Pode ocorrer após o uso de antimicrobianos de 

largo espectro ou esteróides. 
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Fonte: www.med.sc.edu85 
Figura 8: Candidíase de cavidade oral. A: Candidíase Eritematosa, 

caracterizada por edema e eritema da mucosa do palato; B: 
Candidíase Pseudomembranosa, com presença de placas 
pseudomembranosas confluentes. 
 

 

As infecções cutâneas geralmente são precedidas por traumas na 

pele ou em regiões úmidas e quentes do corpo, tais como axilas, virilha, “dobras” 

inframamárias e interglúteas (candidíase intertriginosa). Nas regiões interdigitais, a 

freqüência de candidíase geralmente está associada a repetidas imersões em água, 

como ocorre com as lavadeiras e nadadores. A infecção de unhas (onicomicose) por 

Candida, em geral, é indolor e apresenta um inchaço ao redor das mesmas 

(MITCHELL, 1998). 

Entre as infecções sistêmicas por Candida sp. vale salientar a 

infecção da corrente sangüínea e acometimento de órgãos como resultado da 

disseminação hematogênica das leveduras. Geralmente essas complicações são 

documentadas em pacientes que possuem fatores de riscos importantes, como 

longo período de internação, tratamento quimioterápico, imunodeficiência, 

antibioticoterapia e uso de catéter venoso central (COLOMBO & GUIMARÃES, 

2003). 

O tratamento das infecções por Candida é geralmente efetivo e 

freqüentemente envolve o uso tópico ou sistêmico de antifúngicos tais como 

polienos, e derivados azólicos.  

A anfotericina B, um derivado poliênico, ainda considerada a melhor 

escolha para o tratamento da maioria das micoses sistêmicas, foi descoberta 

somente no começo dos anos cinqüenta. No final dos anos 70, os derivados azólicos 

foram introduzidos na terapia antifúngica. Iniciou-se a utilização do miconazol via 
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intravenosa e cetoconazol por via oral, e a partir dos anos 80 as opções para 

tratamento sistêmico se expandiram com o desenvolvimento do fluconazol e 

itraconazol (GRAYBILL, 1996). Uma razão para este lento progresso em 

medicamentos disponíveis para terapia é que os fungos são eucarióticos como as 

células de mamíferos, e assim os agentes que inibem produção de proteína, RNA e 

síntese de DNA apresentam grande potencial para toxicidade. 

Os derivados azólicos possuem atividade terapêutica contra 

diferentes espécies de Candida. Dentre eles, o fluconazol mostra eficiência e 

tolerância satisfatória. Entretanto, recentemente um aumento na resistência ao 

fluconazol tem sido relatado, e a resistência a agentes antifúngicos tem rapidamente 

se tornado um grande problema, principalmente em pacientes imunocomprometidos 

(CIRAK e cols., 2003). 

Os derivados azólicos, descobertos na década de 60, são totalmente 

sintéticos e pertencem ao grupo de antifúngicos que se expandiu mais rapidamente. 

Eles são classificados em imidazóis e triazóis, com base na quantidade e posição 

dos átomos nitrogênio no anel azólico. Eles têm atividade fungistática e de amplo 

espectro, que inclui a maioria das leveduras e fungos filamentosos e alguns 

patógenos emergentes (GEORGOPAPADAKOU ,1998). 

Os derivados azólicos afetam a biossíntese do ergosterol, o esterol 

principal da membrana plasmática fúngica. Estes atuam na fase de demetilação do 

C-14, em uma reação oxidativa de três passos catalizada por uma enzima do 

sistema citocromo P-450, a esterol 14α-demetilase.  Esta enzima chave na via de 

biossíntese do ergosterol catalisa a remoção oxidativa do grupo 14α-metil do 

lanosterol. Os antifúngicos se ligam ao grupo heme, no sítio ativo da 14α-

demetilase, dessa forma atuando por inibição competitiva (MORSCHHÄUSER, 

2002). A depleção resultante de ergosterol e o acúmulo de lanosterol e de outros 

esteróis demetilados torna a estrutura da membrana plasmática mais vulnerável a 

danos, e altera a atividade de muitas enzimas ligadas à membrana 

(GEORGOPAPADAKOU ,1998).  

O tratamento da candidíase foi bastante facilitado com a introdução 

dos derivados azólicos, principalmente o fluconazol, em meados dos anos 1990s. 

Porém o uso prolongado e repetido do fluconazol no tratamento de candidíase 
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resultou num aumento da freqüência de terapias falhas causadas pela emergência 

de cepas de Candida resistentes ao fluconazol (MORSCHHÄUSER, 2002).  

Resistência aos agentes antimicrobianos pode ser considerada 

como uma manifestação complexa de fatores envolvendo hospedeiro e patógeno. 

Do ponto de vista clínico, resistência pode ser definida como persistência ou 

progressão da infecção mesmo em curso de terapia antimicrobiana. Fatores como, 

sensibilidade do patógeno ao antimicrobiano, estado geral do indivíduo, 

farmacocinética e interações da substância utilizada, bem como capacidade de 

produção de biofilme pelo agente etiológico, podem influenciar no tratamento da 

infecção (COWEN e cols., 2002). 

Muitos mecanismos moleculares que contribuem para a resistência 

aos compostos azólicos de isolados de Candida têm sido identificados. Em Candida 

albicans, três mecanismos de resistência foram descritos: 1) alteração ou 

superexpressão do sítio de ligação da enzima (14α-esterol-demetilase, codificada 

pelo ERG11), 2) mutações com perda de função na via do ergosterol (∆-5,6-

desaturase codificada por ERG3), permitindo o acúmulo de menos esteróis tóxicos 

na presença dos antifúngicos, e 3) acúmulo intracelular, dos derivados azólicos, 

reduzido devido ao efluxo ativo (KONTOYIANNIS & LEWIS 2002). 

Na presença do fluconazol, o gene ERG11 de C. albicans tem 

expressão aumentada, presumivelmente como um mecanismo de feedback à 

depleção de ergosterol. Mesmo na ausência de fluconazol, alguns isolados 

resistentes expressam RNAm de ERG11 em níveis mais altos do que alguns 

isolados susceptíveis em presença da droga (MORSCHHÄUSER, 2002). 

Um importante mecanismo de resistência ao fluconazol é o nível 

intracelular reduzido da droga. Recentemente tornou-se evidente que o fluconazol é 

ativamente transportado para fora das células de uma forma dependente de energia, 

e que o aumento desse efluxo é causado pela superexpressão de genes que 

codificam proteínas transportadoras de membrana (MORSCHHÄUSER, 2002). 

Três genes com um papel definido em efluxo têm sido descritos em 

C. albicans:  CDR1 e CDR2, que codificam membros da superfamília de 

transportadores ligados ao ATP (transportadores ABC), e o MDR1, pertence à 

superfamília dos facilitadores principais. Os MDRs utilizam o gradiente eletroquímico 

existente através da membrana como energia de transporte, enquanto os 
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transportadores ABC utilizam ATP como fonte de energia (KONTOYIANNIS & 

LEWIS 2002). 

A família CDR em C. albicans compreende muitos outros genes, 

mas além de CDR1 e CDR2, não há evidências do envolvimento de outros membros 

desta família na resistência ao fluconazol (MORSCHHÄUSER, 2002). 

Na presença de fluconazol, C. albicans induz a expressão do gene 

ERG11 acima do seu nível normal, presumivelmente em resposta à limitação de 

ergosterol. Em contraste, os genes que codificam bombas de efluxo, MDR1, CDR1 e 

CDR2, não são ativados nas mesmas condições. Dessa forma, em muitos isolados 

clínicos de C. albicans resistentes ao fluconazol, estes genes são constitutivamente 

expressos, indicando que devem ocorrer mutações nessas cepas que alteram a 

regulação desses genes (MORSCHHÄUSER, 2002). 

O desenvolvimento de resistência a esses antifúngicos é mediado 

por múltiplos mecanismos, estes podem estar operantes em um mesmo isolado 

(PEREA e cols., 2001; GOLDMAN e cols., 2004). 

 

 

1.4.1 Candidíase e pacientes HIV positivos 
 

 

Desde que o vírus da imunodeficiência humana adquirida (HIV) foi 

descrito na década de 1980, a infecção por esse parasita alcançou proporções de 

pandemia. De acordo com dados da Organização Mundial de Saúde (WHO, 2003), 

mais de cinco milhões de pessoas adquiriram HIV no ano de 2003, resultando num 

total de 42 milhões de pessoas infectadas em todo mundo. Aproximadamente 70% 

destas pessoas vivem na África Sub-Sahara e Ásia. Estimativas indicam que mais 

de 3 milhões de pessoas não tratadas morrerão por ano de HIV/AIDS. Projeções 

para os próximos 10 anos sugerem que a situação se tornará ainda mais séria, com 

possivelmente 100 milhões de pessoas infectadas em todo mundo 

(PATTANAPANYASAT & THAKAR, 2005). 

Estudos recentes sugerem que a patogênese da infecção por HIV 

resulta em duas fases seqüenciais distintas que envolvem mecanismos diferentes: a 

primeira fase (infecção viral aguda) é caracterizada por uma destruição rápida e 

massiva de células T CD4+ de memória, resultante da multiplicação do vírus. Isso 
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acontece preferencialmente nas mucosas dos tecidos, afetando toda a função do 

sistema imunológico. Ainda não está totalmente esclarecido o que determina, em 

poucas semanas, o final dessa fase primária. Entretanto possíveis explicações 

incluem a destruição das células-alvo disponíveis para replicação viral e a geração 

de uma resposta específica anti-HIV. 

A segunda fase (infecção crônica), que pode se estender por vários 

anos, é caracterizada pela batalha do sistema imunológico em recuperar a injúria 

sofrida anteriormente. Contudo, a luta contra o HIV continua e como a barreira 

imunológica de mucosas contra patógenos invasores é quebrada com a destruição 

das células T CD4+, o organismo fica mais propenso às infecções pelos mesmos. 

Esse quadro resulta em um estado de ativação imunológica crônica que induz a 

mais depleção de células T CD4+, causando danos adicionais ao sistema 

imunológico. Os mecanismos associados a esse estado são complexos, entretanto a 

depleção das células pode ser decorrente de alguns fatores como: a ativação de 

células T CD4+ propicia novos substratos para multiplicação viral; a rápida 

renovação dessas células induz a diminuição dos estoques de células virgens e 

células T de memória; a ativação constante e proliferação dessas células podem 

afetar o controle do ciclo celular e aumentar a freqüência de apoptose (revisto por 

DERDEYN & SILVESTRI, 2005). 

Entre pacientes HIV positivos, a candidíase orofaríngea é a infecção 

oportunista mais freqüente e estima-se que 90% desses indivíduos desenvolvam 

essa patologia em algum período de sua vida (SAMARANAYAKE, 1992; HUNG e 

cols., 2005). E também, meningoencefalites devido a Cryptococcus neoformans, 

aparecem entre as infecções mais comuns (revisto por PAPPALARDO & MELHEM, 

2003). A progressiva imunodeficiência celular, com contagens de linfócitos CD4+ 

menores que 200 células/mm3, é um fator de risco para colonização por espécies de 

Candida e desenvolvimento de candidíases (CROWE e cols., 1991; revisto por 

McCARTHY, 1992). 

Durante a infecção crônica assintomática, tanto a candidíase 

eritematosa quanto a pseudomembranosa são consideradas preditivas de 

progressão da imunodeficiência e estabelecimento da síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS), independentemente da contagem de células CD4+ (REPENTIGNY 

e cols., 2004). 
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A prevalência da forma pseudomembranosa da candidíase oral e 

esofágica aumenta significativamente quando a AIDS encontra-se em estágio 

bastante avançado (revisto por McCARTHY, 1992; PATTON, 2000; VARGAS & 

JOLY, 2002). Por sua vez, a candidíase eritematosa e queilite angular ocorrem em 

menor freqüência durante a fase tardia da doença (ROBINSON e cols., 1997; 

PATTON, 2000). 

As lesões orais causadas por Candida sp em indivíduos HIV 

positivos são crônicas e caracterizam-se pela severidade do quadro clínico. Além 

disso, muitos isolados apresentam resistência aos agentes antifúngicos de uso 

clínico (MELO e cols., 2004; MIGLIORATI e cols., 2004; HUNG e cols., 2005; 

SÁNCHEZ-VARGAS e cols., 2005).  

A introdução da terapia antiretroviral – HAART (highly active 

antiretroviral therapy) em 1996, incluindo inibidores de protease, reduziu 

dramaticamente a prevalência de candidíase oral e esofágica, bem como no número 

de recidivas e colonização assintomática por C. albicans em pacientes HIV positivos. 

Considerada uma terapia muito eficiente, HAART diminui a carga viral e promove um 

aumento na contagem de linfócitos CD4+, resultando numa melhora da imunidade e 

diminuição da incidência de infecções oportunistas (YANG e cols., 2006; revisto por 

REPENTIGNY e cols., 2004). 

Os inibidores de proteases virais também podem agir diretamente 

sobre a atividade das aspartil proteases secretadas (SAPs), um importante fator de 

virulência de Candida sp, tanto in vitro (CASSONE e cols., 1999; KORTING e cols., 

1999; ASCENCIO e cols., 2005) quanto in vivo (CASSONE e cols., 2002; De 

BERNARDIS e cols, 2004; MIGLIORATI e cols, 2004). E em presença dessas 

substâncias, a adesão da levedura às células do hospedeiro é inibida (BORG-VON 

ZEPELIN e cols., 1999; BEKTIC e cols., 2001). Como conseqüência, não ocorre 

invasão e injúria, uma vez que evento inicial na patogênese das doenças infecciosas 

é a adesão microbiana aos tecidos do hospedeiro. 

Foram detectados episódios recorrentes de candidíase oral e 

esofágica em pacientes que apresentavam contagem baixa de células CD4+ apesar 

da HAART. Já em pacientes cuja contagem celular aumentou em resposta a 

HAART, estes apresentavam baixo risco de desenvolverem candidíase (ARRIBAS e 

cols., 2000; revisto por KAPLAN e cols., 2000). Esses dados estabelecem uma 
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correlação entre a reconstituição do número de células CD4+ e a diminuição da 

incidência de candidíase mucosa. 

Diferentes espécies de Candida têm sido isoladas em amostras 

clínicas humanas. No geral, C. albicans é a espécie mais prevalente, inclusive entre 

aqueles portadores de HIV (VARGAS & JOLY, 2002; SCHMIDT-WESTHAUSEN e 

cols., 2004; HUNG e cols., 2005; SÁNCHEZ-VARGAS e cols., 2005). 

No Brasil, C. albicans também é a espécie mais freqüentemente 

isolada de pacientes HIV positivos. Ribeiro e cols. (2004), mostraram que essa 

espécie foi a mais prevalente tanto em amostras orais e vaginais provenientes de 

pacientes HIV positivos e negativos. 

Melo e cols. (2004) realizaram um trabalho pioneiro no Brasil 

utilizando somente pacientes HIV positivos em HAART. Cerca de 57,8% dos 

isolados foram identificados como C. albicans e 42,1% como não-albicans, entre 

elas C. krusei foi a mais freqüente. Em um trabalho anterior, 48 (37%) dentre os 130 

pacientes com AIDS estavam sob HAART durante o momento da coleta. Nesse 

caso, C. albicans correspondeu a 91% dos isolados e somente 9% eram espécies 

não-albicans, sendo C. glabrata a mais freqüente (SANT’ANA e cols., 2002). 

Migliorati e cols. (2004) também utilizaram pacientes HIV positivos 

sob HAART e, novamente, a espécie mais isolada foi C. albicans (68%), seguida de 

C. famata (14%). E finalmente, Portela e cols. (2004) mostraram que C. albicans foi 

a espécie mais isolada de amostras subgingivais de crianças HIV positivas, sem 

sintomas de candidíase, seguida de C. dubliniensis. 

A colonização oral assintomática por C. albicans também foi relatada 

em pacientes HIV positivos e quando comparados com outros grupos de risco, esses 

indivíduos apresentavam maior concentração fúngica (FETTER e cols, 1993; 

VARGAS & JOLY, 2002; CAMPISI e cols., 2002). 
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2 OBJETIVOS 
 

 

• Isolamento de leveduras da cavidade oral de pacientes 

portadores de HIV; 

 

• Identificação dos isolados; 

 

• Determinação da susceptibilidade ao fluconazol; 

 

• Determinação da atividade proteolítica extracelular; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

3.1 ISOLADOS CLÍNICOS 
 

 

As amostras de cavidade oral de pacientes portadores de HIV 

atendidos no Centro Integrado de Doenças Infecciosas (CIDI), Londrina-PR, foram 

coletadas com o auxílio de “swabs” estéreis, da parede interna da bochecha, e logo 

após cultivadas por 3 horas em meio Sabouraud caldo com 50 µg/mL de 

cloranfenicol. A partir desta cultura foram obtidas colônias isoladas em meio 

Sabouraud ágar com 50 µg/mL de cloranfenicol, e estas estocadas para posterior 

identificação. 

 

 

3.2 IDENTIFICAÇÃO EM CHROMÁGAR CANDIDA 
 

 

As colônias isoladas foram submetidas a crescimento em meio 

CHROMágar Candida, a 37 ºC por 24 a 48 horas. A identificação das leveduras foi 

realizada através da cor e morfologia colonial segundo os critérios estabelecidos em 

Horvath e cols., (2003) e Hospenthal e cols., (2006). 

 

 

3.3 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR: 
 
 

3.3.1 Extração de DNA  
 

 

O DNA genômico foi extraído pelo método descrito por Jain e cols. 

(2001) com algumas modificações. Resumidamente, os isolados clínicos foram 

cultivados em 3 mL de meio Sabouraud líquido a 37 ºC sob agitação até a fase 

estacionária. As células foram centrifugadas a 13.000 rpm e lavadas com 1,5 mL de 
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água destilada esterilizada. O sedimento foi ressuspendido em 500 µL de tampão de 

lise TENTS (10 mM Tris HCl pH 8,0, 1 mM EDTA , 100 mM NaCl 2% v/v Triton X-

100, 1% SDS, e) e 2 pérolas de vidro (2 mm). Em seguida foram adicionados 400 µl 

de fenol saturado e a suspensão foi homogeneizada em vórtex por 3 minutos. A fase 

aquosa foi removida após centrifugação da mistura a 13.000 rpm por 5 minutos e 

transferida para novo tubo e desproteinizada com fenol-clorofórmio álcool isoamílico 

(25:24:1,v/v). O DNA presente na fase aquosa foi precipitado com etanol absoluto 

por 2 horas, lavado com etanol 70% (v/v), seco e ressuspendido com 50 µL de água 

deionizada estéril. O DNA foi tratado com 1µL RNAse A (1 mg/mL) a 37ºC por 1 hora 

e as concentrações  foram estimadas por eletroforese em gel de agarose como 

descrito por Sambrook & Russel (2001). 

 
 

3.3.2 Reação em cadeia da polimerase 
 

 

A identificação molecular das leveduras foi realizada através da 

reação em cadeia pela polimerase (PCR). 

 

 

3.3.2.1 Oligonucleotídios iniciadores 
 
 

Seminested PCR (snPCR -  Ahmad e cols, 2002) 
Para a identificação dos isolados de Candida sp. foram utilizados os 

seguintes iniciadores: oligonucleotídeo direto universal, CTSF, oligonucleotídeo 

reverso CTSR, capazes de amplificar o final da extrermidade 3' do DNA ribossomal 

(rDNA) 5.8 S e a extremidade 5' inicial do rDNA 28 S e a região espaçadora interna. 

Para realização do segundo ciclo de amplificação foram utilizados oligonucleotídeos 

espécie-específicos que derivam da região ITS2 de C.albicans (CADET), 

C.parapsilosis (CPDEP), C.tropicalis (CTDET) e C.glabrata (CGDET), (Tabela 1). 

Gene CHS 1 (quitina sintetase) (CHS 1 – PCR) 
Durante a realização da técnica de semi-nested PCR, as amostras 

identificadas em CHROMágar como C. krusei não puderam ser identificadas pelo 
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método anterior, descrita por Ahmad e cols, (2002) . Para confirmar os resultados 

obtidos por CHROMágar, foi necessário utilizar outra metodologia de identificação. 

Dessa forma, foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores 

complementares a uma seqüência do gene que codifica quitina sintetase, 

denominados KRUS 1 e KRUS2 (Tabela 3) descrito por Milde e cols., (2000). 

 

Tabela 3: Seqüência dos oligonucleotídeos iniciadores para reações de amplificação 
em cadeia pela polimerase. 

Oligonucleotídeo Seqüência 5’ → 3’ Referências 

CTSF TCGCATCGAT GAAGAACGCAGC Ahmad e cols., 2002 

CTSR TCTTTTCCTCCGCTTAT TGATATGC Ahmad e cols., 2002 

CADET ATTGCTTGCGGCGGTAACGTCC Ahmad e cols., 2002 

CPDET TCTTTTCCTCCGCTTAT TGATATGC Ahmad e cols., 2002 

CGDET TAGGTTTTACCAAC TCGGTGTT Ahmad e cols., 2002 

CTDET ATTTTGCTAGTGGCC Ahmad e cols., 2002 

KRUS 1 GGTTGACACTTCGCATAC Milde e cols., 2000 

KRUS 2 CGTATGTGACCAGTGAC Milde e cols., 2000 

 
 

3.3.3 Amplificação do DNA 
 

 

A reação de amplificação de DNA do snPCR foi realizada em tubos 

de 0,2 mL, com volume total de 20 µL contendo 1X tampão para PCR (200 mM Tris 

HCl pH 8,4, 500 mM KCl, 2 mM MgCl), 1 U Taq DNA polimerase, 10 pmol dos 

iniciadores, 1 µL do DNA extraído da cultura (cerca de 10 ng) , 0,1 mM de cada 

desoxirribonucleotídeo trifosfato. 

No primeiro ciclo de amplificação do snPCR  foram utilizados os 

oligonucleotídeos iniciadores universais CTSF e CTSR nas seguintes condições: 1 

ciclo de desnaturação a 94ºC por 7 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94ºC por 1 

minuto, anelamento a 60ºC por 30 segundos, extensão a 72ºC por 1 minuto e 

finalmente um ciclo a 72ºC por 10 minutos. 
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Após o primeiro ciclo de amplificação 1 µL do produto (cerca de 10 

ng) foi utilizado como substrato para o segundo ciclo de amplificação utilizando a 

combinação do iniciador reverso universal (CTSR) e um oligonucleotídeo espécie-

específico. A reação de amplificação foi realizada contendo 1X tampão para PCR, 1 

U Taq DNA polimerase, 5 pmol de CTSR juntamente com 5pmol de CADET, 

CPDET, CGDET ou CTDET, 1 µL do produto do primeiro PCR , 0,1 mM de cada 

desoxirribonucleotídeo trifosfato. 

CHS-1-PCR foi realizada segundo Milde e cols (2000), na seguinte 

condição: 35 ciclos a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 40ºC por 60 segundos, 

extensão a 72ºC por 30 segundos. 

 

 

3.3.4 Eletroforese em gel de agarose 
 

 

A migração eletroforética do DNA em géis de agarose foi realizada 

em sistema de gel submerso em tampão TBE (89 mM Tris base; 89 mM Ácido 

bórico; 2 mM EDTA; pH 8,3). O gel, em diferentes concentrações (0,8 a 2,5%) foi 

preparado em TBE. As amostras e um padrão de peso molecular (100 pb Ladder - 

Invitrogen) foram aplicados em tampão de amostra para DNA 1X (Ficoll 400 2,5%; 

Azul de bromofenol 0,025%; Xileno cianol FF 0,025%). O sistema foi submetido a 

uma diferença de potencial (70 a 100V) com amperagem constante. 

As moléculas de DNA foram visualizadas após coloração do gel com 

brometo de etídeo (0,5 µg/mL) por 30 minutos e observação em comprimento de 

onda ultravioleta (260 nm). 
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3.4 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS 
 
 
3.4.1 Estoque do antifúngico 

 
 
Fluconazol (Pfizer) 
O pó liofilizado foi dissolvido em solução de dimetil sulfóxido (DMSO) 

a 20%, a uma concentração de 5 mg/mL. A solução foi mantida a 4 oC até 3 meses. 

 
 

3.4.2 Teste de sensibilidade 
 

 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) foi realizada 

através da técnica de microdiluição em caldo, segundo normas preconizadas pelo 

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2005) Norma M27-

A2. 

Dessa forma foi utilizado o meio RPMI 1640 suplementado por 2% 

de glicose, pH 7, ajustado com 0,165 M tampão MOPS (ácido 

morfolinopropanosulfônico), distribuídos em placas de poliestireno com 96 orifícios. 

O fluconazol foi acrescentado ao meio em concentrações de 0,125 a 64 µg/mL 

(diluição seriada razão 2) para um volume final de 200 µL em cada orifício. Os 

seguintes controles foram realizados: a) Meio em ausência de droga com inóculo 

celular: para avaliar a viabilidade da levedura; b) Meio em presença da droga sem 

inóculo celular: para avaliar provável crescimento de microrganismos contaminantes; 

e c) Determinação da CIM dos isolados de referência. 

As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Antes de cada 

leitura, as placas foram gentilmente homogeneizadas e observadas visualmente. A 

leitura também foi realizada através da densidade ótica em (Universal Microplate 

Reader modelo ELx 800, Bio-Tek Instruments INC) no comprimento de onda 450 

nm.  
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No teste de sensibilidade por diluição em caldo, a CIM para o 

fluconazol foi determinada avaliando a menor concentração do antifúngico capaz de 

inibir o crescimento em 50% (NCCLS, 2005). 

 
 

3.5 ATIVIDADE PROTEOLÍTICA EXTRACELULAR 
 
 
3.5.1 Cultura de Indução 

 

 

O inóculo para detecção da atividade proteolítica foi inicialmente 

adaptado para a produção das Saps (indução). Dessa forma, uma colônia de cada 

isolado, juntamente com a amostra padrão C. albicans ATCC 10231, foi inoculada 

em 3 mL de meio mínimo complementado com caseína de leite, na concentração 

final de 0,6%. A cultura foi então incubada a 37 ºC, sob agitação constante (160 

rpm), por 24 horas. Nesta etapa foi utilizado ampicilina a 100 µg/mL, para evitar 

contaminação por bactérias e possível interferência de proteases produzidas por 

estas. 

 

 

3.5.2 Preparo do Inóculo 
 

 

Após 24 horas de incubação, o número de células foi avaliado 

através de contagem direta utilizando-se uma câmara hemocitométrica (Improved 

Newbauer Chamber). 

O inóculo para determinação da atividade proteolítica em placa foi 

obtido a partir da cultura de indução. Alíquotas de 10 µL, com concentração celular 

ajustada a 1,0 x 106 células, foram transferidas para as placas de Petri contendo 

ágar meio mínimo pH 4,0 suplementado com caseína de leite 0,6%. O inóculo foi 

realizado em poços de aproximadamente 3 mm de diâmetro perfurados no ágar 

(inóculo de “ponto”). 
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3.5.3 Atividade Proteolítica em Placa 
 

 

Para a observação do crescimento celular e atividade proteolítica 

extracelular, as placas foram inoculadas como descrito anteriormente e incubadas a 

37ºC por 72 horas. As amostras que apresentavam um halo branco ao redor da 

colônia, após o período incubado, foram consideradas positivas para a produção de 

proteases. Nenhum método de revelação se fez necessário. 

 

 

3.5.4 Determinação de Pz 
 

 

A atividade proteolítica em placa foi classificada de acordo com um 

índice (Pz) pré-estipulado, após 72 horas de incubação a 37 ºC. O diâmetro da 

colônia (Dc) e o diâmetro do halo de precipitação da proteína (Dh), incluindo o 

diâmetro da colônia, foram medido em milímetros. Para obtermos o índice Pz, foi 

calculada a razão entre Dc e a soma entre Dh e Dc, e os valores encontrados foram 

utilizados para classificar as amostras de Candida quanto a sua atividade proteolítica 

extracelular (PRICE e cols., 1982) (Tabela 4). Os ensaios para detecção da atividade 

proteolítica foram realizados em triplicata. 

 

Tabela 4: Classificação da atividade proteolítica 
segundo valores de Pz (PRICE e cols, 1982). 

Valores de Pz Atividade Proteolítica 

Pz = 1 Nula 

Pz ≥ 0,64 Baixa 

0,30 ≤ Pz < 0,64 Média 

Pz < 0,30 Alta 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

4.1 PACIENTES 
 
 
Dos 97 pacientes analisados, 28 (28,9%) estavam colonizados por 

leveduras em sua cavidade oral. Os pacientes positivos possuíam média de idade de 

42,5 anos, sendo que 60,7% eram do sexo masculino. 60,7% adquiriram a infecção 

após o ano 2000, com tempo médio de diagnóstico de AIDS de 1,8 anos. 

Os pacientes não apresentavam lesões características de 

candidíase no momento da coleta, e possuíam média de CD4+ de 386 células/ mm3 

(8 a 1074 cells/mm3), sendo que 44,4% apresentavam carga viral indetectável, e 

14,8% apresentavam carga viral acima de 100.000 cópias. 

 

 

4.2 MEIO CHROMÁGAR CANDIDA 
 

 

CHROMágar Candida é um meio seletivo diferencial utilizado em 

laboratório de rotina para identificação presuntiva de espécies de leveduras do 

gênero Candida. O crescimento desses microrganismos pode ser visualizado como: 

colônias de C. albicans são lisas e verde-claras; C. krusei crescem formando 

colônias grandes, rugosas e de coloração rosa; colônias azuis apresentando um 

halo de pigmentação púrpura ao seu redor são características de C. tropicalis; 

C.glabrata formam colônias pequenas, lisas e rosas (ODDS & BERNAERTS, 1994; 

HORVATH e cols., 2003). 

Todos os isolados foram cultivados nesse meio e 22 (78,6%) foram 

identificadas presuntivamente como C. albicans, 2 (7,1%) como C. tropicalis, 3 

(10,7%) como C. krusei, e 1 (3,6%) amostra que apresentou coloração branca não 

pode ser identificada por este método. 
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4.3 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 
 

 

Para a identificação molecular, foi utilizada a reação de seminested 

PCR, que é caracterizada pela presença de dois ciclos de amplificação utilizando 

combinações de oligonucleotídeos iniciadores diferentes em cada ciclo. Nesse 

trabalho, utilizamos a técnica realizada por Ahmad e cols., (2002) que baseia-se na 

amplificação de uma região localizada entre o final da extremidade 3' do DNA 

ribossomal (rDNA) 5.8 S e a extremidade 5' inicial do rDNA 28 S e a região 

espaçadora interna (ITS2). O primeiro ciclo de amplificação, utilizando 

oligonucleotídeos universais, gera um produto (amplicon) com 350 a 410 pb 

característico do gênero Candida (Figura 9A). A identificação das espécies é 

realizada com um oligonucleotídeo espécie-específico e o oligonucleotídeo universal 

reverso. Os amplicons gerados a partir desse segundo ciclo correspondem a C. 

albicans, C. tropicalis e C. glabrata (Figura 9B). A realização do CHS-1-PCR 

possibilitou a identificação de amostras de C. krusei, que não podem ser 

identificados através do snPCR (Figura 9C). 

Figura 9: Identificação Molecular dos isolados. A: Produtos de amplificação do 1º 
seminested PCR, utilizando os oligonucleotídeos CTSF e CTSR. M: 1Kb 
Ladder; lanes 1: C.albicans; 2: C. glabrata; 3: C. tropicalis. B: Produtos da 
2º reação do seminested PCR, utilizando os oligonucleotídeos CTSR e o 
correspondente espécie-específico: CADET para C. albicans (1), CGDET 
para C. glabrata (2) e CTDET para C. tropicalis (3); M: 1Kb Ladder. C: 
Produto de amplificação do (chs 1 – PCR) utilizando os oligonucleotídeos 
KRUS1 e KRUS 2 (lanes 1,2 e 3); M: 1Kb Ladder. Eletroforese em gel de 
agarose a 1,5% corado com brometo de etídeo 0,5 µg/mL.
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A partir dos ensaios de amplificação em cadeia pela polimerase, foi 

possível analisar as 28 amostras. Através do snPCR, 20 isolados puderam ser 

identificadas  como C. albicans,  2 como C. tropicalis e 3 não puderam ser 

identificadas para espécie, sendo que apresentaram amplificação no snPCR para o 

gênero Candida, dessa forma sendo consideradas como Candida sp. A realização 

do CHS-1-PCR possibilitou a confirmação da identificação de 3 amostras de C. 

krusei. (Fig 9C). 

Duas amostras identificadas como C. albicans através da 

metodologia do CHROMágar, não puderam ser identificadas para gênero através da 

metodologia do semi-nested PCR. Isto pode ser explicado pelo fato de que algumas 

espécies, como a C. dubliniensis, apresentam semelhança fenotípica com C. 

albicans (SULLIVAN e cols., 1995), dessa forma crescendo em CHROMágar como 

colônias verdes. Porém, apresentam diferenças genotípicas significantes, a ponto de 

não serem identificadas pelo método molecular. 

Recentes relatos descrevem que o CHROMagar Candida pode ser 

útil na diferenciação de isolados de C. dubliniensis, cujas colônias apresentam 

coloração verde-escura, diferindo de C. albicans que são verde-claras 

(KIRKPATRICK e cols., 1998; JABRA-RIZK e cols., 2001). 

Dentre os nossos isolados, nenhum apresentou coloração verde 

escura, que seria característico de C. dubliniensis. Entretanto, outras metodologias 

para diferenciação dessas amostras devem ser realizadas para confirmar as 

espécies isoladas, como crescimento em meio hipertônico (ALVES e cols., 2002) e 

em temperatura de 42 oC (PINJON e cols., 1998). C. albicans é capaz de crescer 

nessas duas condições, enquanto o crescimento de C. dubliniensis é inibido. 

Koehler e cols. (1999), propõem a utilização de CHROMagar 

associado a produção de clamidosporos em ágar fubá suplementado com Tween 80 

como esquema de identificação de leveduras em laboratórios clínicos. Além de ser 

simples, de baixo custo permite a identificação de várias espécies, entre elas C. 

dubliniensis. 

Outras metodologias têm sido descrita para diagnóstico diferencial 

entre C. albicans e C. dubliniensis. Dessa forma, Mosca e cols. (2003), descreveram 

um meio diferencial para distinguir as duas espécies através da produção de 

clamidosporos. Assim, no meio contendo somente caseína de leite a 5%, C. 
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dubliniensis produz grande quantidade de clamidosporos, enquanto que a maioria 

dos isolados de C. albicans não são capazes de produzir. 

Técnicas baseadas em análises de seqüências nucleotídicas 

também foram descritas para a diferenciação dessas duas espécies. Kurzai e cols., 

(1999) propuseram uma PCR para amplificação do gene PHR1 especificamente de 

C. albicans. Outros autores utilizaram seqüências repetitivas como minisatélites e 

microsatélites para amplificar DNA genômico de C. albicans e C. dubliniensis. Os 

amplicons foram diferentes o suficiente para permitir a distinção entre essas duas 

espécies (MEYER e cols., 2001). 

 

 

4.4 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE  AOS ANTIFÚNGICOS 
 

 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) para o 

fluconazol foi realizada através da técnica de microdiluição em caldo, segundo 

normas preconizadas pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards 

(NCCLS, 2005), norma M27-A2. Alguns cuidados foram tomados com o objetivo de 

minimizar interferência nos resultados. Assim, como o fluconazol é ineficaz em 

testes in vitro, cujo meio de cultura apresente pH ácido, utilizamos RPMI 1640 (meio 

quimicamente definido) tamponado para evitar a inativação da atividade antifúngica 

do fluconazol. E além disso, os derivados azólicos complexam-se com peptonas 

presentes na composição de determinados meios de cultura. A leitura foi realizada 

visualmente e através de densidade ótica, após agitação branda. E os ensaios foram 

realizados em duplicata. 

A classificação das amostras em relação à atividade do fluconazol 

foi baseada na definição do NCCLS, ou seja amostras com CIM ≤ 8 µg/mL são 

sensíveis, 8 < CIM < 64 µg/mL, são sensíveis dose dependente e CIM ≥ 64 µg/mL 

são resistentes. Dessa forma, dos 28 isolados de Candida de pacientes portadores 

de HIV, somente um isolado de C. krusei foi considerado resistente ao fluconazol 

(CIM ≥ 64 µg/mL). Três isolados (C. albicans, C. krusei e Candida sp.) apresentaram 

MIC igual a 32 µg/mL, portanto foram classificados como suscetível dose 
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dependente. As demais amostras foram consideradas sensíveis ao antifúngico, com 

MIC variando de 0,25 a 8 µg/mL. 

Muitos fatores podem ser responsáveis pela emergência de isolados 

resistentes de Candida, incluindo o aumento no uso dos agentes antifúngicos. Além 

disso, colonização com isolados resistentes aos derivados azólicos após tratamento 

com fluconazol tem sido relatado (WINGARD e cols., 1991; JOHNSON e cols., 1995; 

SOBEL e cols., 2001). Entre nossos pacientes, 3 estiverem em uso de antifúngicos 

azólicos em um período de até 6 meses antes da coleta. Em dois destes, foi isolado 

C. albicans susceptível ao fluconazol (CIM=0,25 e 0,5 µg/ml). Em outro paciente, foi 

encontrado um isolado de C. krusei considerado susceptível dose dependente (CIM 

= 32µg/ml). Interessantemente, essa amostra foi isolada de um paciente com 

histórico de exposição prévia ao cetoconazol, sugerindo a emergência de resistência 

cruzada entre dois antifúngicos azólicos. Porém, mais investigações são necessárias 

para demonstrar esse fenômeno. 

  

 

4.5 ATIVIDADE PROTEOLÍTICA EXTRACELULAR 

 

 

As aspartil proteases podem ser encontradas em uma grande 

variedade de organismos, desde vírus (MILLER e cols, 1989), bactérias (HILL & 

PHYLIP, 1997), fungos (AGUILAR e cols, 1997), protozoários (COOMBS e cols, 

2001), plantas (SIMÕES & FARO, 2004) e animais vertebrados, inclusive o homem 

(MEIJERINK e cols, 1993). 

Em C. albicans, as aspartil proteases são as principais enzimas 

proteolíticas e estão envolvidas em diversos processos fisiológicos. Geralmente, 

essas enzimas são secretadas no meio ambiente, onde desempenham sua 

atividade. Um papel bastante relevante dessas enzimas é a participação como fator 

de virulência em processos infecciosos.  

A atividade proteolítica de C. albicans têm sido avaliada in vitro 

utilizando diferentes substratos, tais como BSA (DE BERNARDIS e cols, 1999), 

hemoglobina (DOSTÁL e cols, 2003), gelatina (COSTA e cols, 2003) e mucina 

(COLINA e cols, 1996). Nesse trabalho foi utilizado a caseína do leite como 
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substrato para proteases secretadas pelas amostras de Candida isoladas de 

cavidade oral de pacientes portadores de HIV. Dessa forma, as amostras foram 

inoculadas em placas de Petri contendo meio mínimo (PONTECORVO e cols, 1953) 

suplementado com 0,6% de caseína do leite. Após 72 horas de incubação a 37ºC, 

as amostras foram analisadas quanto à formação de halo de precipitação ao redor 

da colônia (Fig. 10). 

 

 
Figura 10: Atividade proteolítica em placa de amostras 

clínicas de Candida. A e D – altas produtoras, B 
– baixa atividade de proteases, C – não 
produtora. 

 

 

Nas condições utilizadas nesse trabalho,  todos os isolados de C. 

albicans e C. krusei apresentaram alta atividade proteolítica extracelular, enquanto o 

isolado de C. tropicalis foi classificado com atividade intermediária. Dos três isolados 

de Candida sp., dois apresentaram alta atividade proteolítica, enquanto um 

apresentou aitividade nula (Figura 11).  

Após esta análise preliminar, foi feita uma segunda classificação de 

acordo com um índice Pz, que determina a razão entre o diâmetro da colônia e o 

diâmetro da colônia mais o halo de hidrólise. Os resultados foram classificados de 

acordo com Price e cols., (1982) (Tabela 4) que classifica as amostras em não 

produtoras, baixa, média e alta produtoras de proteases. Os resultados obtidos 

indicam que nenhuma amostra foi classificada como baixa produtora de proteases 

(Pz ≥ 0,64). Dois isolados de C. tropicalis foram classificados como médio 
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produtores de proteases (0,30 ≤ Pz < 0,64 ). Alta atividade proteolítica (Pz < 0,30) foi 

detectada nas demais amostras. A amostra de C albicans ATCC 10231 foi utilizada 

como controle positivo. 

 

Figura 11: Porcentagem de amostras clínicas de Candida isoladas de 
cavidade oral de pacientes portadores de HIV de acordo 
com a produção de proteases. 

 

 

Não foi encontrada correlação entre a alta atividade proteolítica dos 

isolados e a contagem de linfócitos T CD4+. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Ollert e cols., (1995), onde sugerem que o aumento na atividade 

proteolítica é independente do estado imunológico do paciente. 

Não foram observadas diferenças significativas na atividade 

proteolítica entre os isolados de Candida de pacientes em HAART, comparado com 

o grupo que não se encontrava recebendo este tratamento. O paciente de onde foi 

isolado a Candida sp. que apresentou atividade proteolítica nula estava em HAART, 

porém não é possivel saber sobre a atividade proteolitica desse isolado antes do 

início do tratamento. 

A Tabela 5 mostra a compilação dos resultados obtidos nesse 

trabalho. 

 

 

 



 50

Tabela 5: Dados obtidos através da análise dos isolados de cavidade oral de 
pacientes portadores de HIV.  

Isolado Identificaçãoa CD4+b Fluconazolc Antifúngicod Antiretrovirale PZf Proteaseg

2 C. krusei 381 32 - ATC, ATZ 0,28 Alta 

4 C. albicans 420 32 - D4T, 3TC, EFV 0,13 Alta  

9 C. albicans 1074 0,5 - AZT, DDI, ATZ 0,16 Alta  

11 C. albicans 8 0,5 - - 0,15 Alta  

12 C. albicans 451 0,25 - ATC, NFV 0,20 Alta  

13 C. albicans 964 0,25 Fluconazol D4T, 3TC, ATZ 0,14 Alta  

14 C. tropicalis 146 2 - - 0,30 Média  

15 C. albicans 431 0,5 - D4T, 3TC, IDV 0,19 Alta  

16 C. albicans 54 0,5 Fluconazol AZT, EFV 0,15 Alta  

18 C. albicans 239 2 - - 0,15 Alta  

20 C. albicans 26 0,25 - AZT, EFV 0,14 Alta 

21 C. albicans 480 0,5 - D4T,DDI, NFV 0,13 Alta 

32 C. albicans 324 0,25 - ATC, NFV 0,23 Alta 

34 C. krusei 351 8 - D4T, 3TC, AZT 0,26 Alta 

36 C. albicans 108 0,25 - D4T,DDI,EFV, 
ATZ 

0,16 Alta  

38 C. albicans 667 0,25 - ATC, NFV 0,20 Alta 

42 Candida sp 393 1 - - 0,18 Alta  

43 C. albicans 276 0,5 - 3TC, DDI, IDV, 
EFV, LOP 

0,17 Alta 

53 C. albicans 125 0,25 - D4T, 3TC, NVP, 
LOP 

0,20 Alta  

56 C. krusei 544 64 - D4T, 3TC, EFV 0,22 Alta 

57 C. albicans 333 0,5 - D4T,3TC,AZT 0,18 Alta 

66 C. albicans 367 0,25 - ATC, ATZ 0,18 Alta  

67 C. albicans 520 0,5 - ATC, EFV 0,16 Alta  

72 Candida sp. 727 0,5 - AZT, NVP 0,13 Alta  

87 C. albicans 219 0,5 - Biovir, NVP 0,13 Alta 

91 C. albicans 574 0,5 - - 0,16 Alta  

95 C. tropicalis 411 4 - D4T, 3TC 0,33 Média  

96 Candida sp. 496 32 Cetoconazol ATC, ATZ 1 Nula  
 

a. Não houve discrepância entre os resultados obtidos pelo crescimento em meio CHROMagar 
Candida e os testes moleculares. b. Contagem de linfócitos T CD4+ através de citometria de fluxo. c. 
MIC em µg/mL. d Antifúngico utilizado nos últimos 6 meses. e ATC: lamivudina mais zidovudina, ATZ: 
atazanavir, AZT: zidovudina, DDI: didanosina, D4T: estavudina, EFV: efavirenz, IDV: indinavir, LOP: 
lopinavir, NFV: nelfinavir, NVP: nevirapina, 3TC: lamuvudina. f Índice PZ: a razão entre o diâmetro da 
colônia e o diâmetro da colônia mais o halo de hidrólise. g Classificação dos isolados quanto a 
atividade proteolítica segundo Price e cols., (1992) 
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Candida sp: identificação através de meio cromogênico e técnica de semi-nested PCR 

 

Candida sp: identification by chromogenic médium and semi-nested PCR-based assay 
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Inez Estivalet Svidzinski3; Luciana Furlaneto Maia4; Sueli Fumie Yamada-Ogatta4. 

 

 

Resumo 

Nesse trabalho duas metodologias foram utilizadas para identificar 52 isolados clínicos de 

Candida sp. CHROMagar Candida é um meio cromogênico seletivo que permite a 

diferenciação através da morfologia e coloração das colônias de leveduras. Através desse 

meio 39 (75%) amostras de leveduras foram identificadas presuntivamente como C. albicans 

(n = 22), C. glabrata (n = 9), C. tropicalis (n = 5) e C. krusei (n = 3). Treze isolados 

produziram colônias brancas nesse meio, portanto não puderam ser identificados. A 

identificação molecular foi realizada através da técnica do sn-PCR que baseia na amplificação 

de uma região do cluster gênico do RNA ribossomal (5.8S – 28S). Quarenta e três (83%) 

amostras foram identificadas como C. albicans (n = 24), C. glabrata (n = 11), C. tropicalis (n 

= 5), C. parapsilosis (n = 3) e nove isolados não foram identificados em nível de espécie. Os 

resultados positivos do sn-PCR foram concordantes com aqueles obtidos no meio 

cromogênico para 34 das 52 amostras (65,4%). Seis amostras (11,5%) não puderam ser 

identificadas por nenhuma das metodologias empregadas e 12 amostras (23,1%) apresentaram 

resultados discrepantes. Embora apresentem limitações, as duas metodologias podem ser 

empregadas para identificação de algumas espécies de Candida. 

Palavras-chave: Candida sp; identificação; meio CHROMagar; semi-nested-PCR. 
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Abstract 

In this study, two methods were used in order to identify 52 clinical isolates of Candida sp. 

CHROMagar Candida is a selective chromogenic medium that has been shown to allow 

differentiation of the yeasts by colony morphology and color. By using this medium, 39 

(75%) yeasts samples were presumptively identified as C. albicans (n = 22), C. glabrata (n = 

9), C. tropicalis (n = 5) and C. krusei (n = 3). Thirteen isolates produced white colony on this 

medium, so they were not distinguishable to the species level. The molecular identification 

was performed through seminested-PCR assay (sn-PCR), that is based on the ribosomal RNA 

genes (5.8S - 28S) cluster amplification. Forty three (83%) samples were identified as C. 

albicans (n = 24), C. glabrata (n = 11), C. tropicalis (n = 5), C. parapsilosis (n = 3) and nine 

isolates could not be identified to the species level. The positive results of sn-PCR were 

concordant with those of the chromogenic medium for 34 of 52 samples (65.4%). Six samples 

(11.5%) could not be identified to the species levels by both methods an 12 samples (23.1%) 

showed discrepancy results. Although the methods are limited, both can be used for 

identification of some Candida species. 

Key words: Candida sp; identification; CHROMagar medium; seminested-PCR. 
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Introdução 

Espécies do gênero Candida fazem parte da microbiota normal de superfícies 

mucosas do trato gastrointestinal e genital de animais, inclusive o homem. Entretanto, podem 

ser responsáveis por uma variedade de quadros clínicos, desde infecções superficiais de 

mucosa, como candidíase vulvovaginal e orofaríngea, até infecções sistêmicas principalmente 

quando fatores de risco estão presentes nos hospedeiros humanos. Esses fatores geralmente 

incluem: uso prolongado e indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro, uso de 

esteróides ou outras substâncias imunossupressoras, diabetes mellitus, AIDS e funções 

fagocitárias alteradas (WEIG; GROB; MUHLSCHLEGEL, 1998). 

Como microrganismo oportunista, essas leveduras podem expressar vários fatores de 

virulência que contribuem para a patogênese da infecção. Entre esses fatores encontram-se 

adesão às células e tecidos dos hospedeiros, secreção de enzimas hidrolíticas (proteases, 

fosfolipases e lipases), alteração fenotípica da morfologia celular e da colônia (switching 

fenotípico) e dimorfismo (CALDERONE; FONZI, 2001). Diferenças na expressão desses 

fatores têm sido descritas durante infecções em sítios anatômicos distintos (HUBE, 2004), 

bem como entre espécies diferentes (HAYNES, 2001). 

As candidíases são usualmente tratadas com derivados poliênicos (anfotericina B) e 

imidazólicos (fluconazol, cetoconazol, itraconazol). Entretanto, relatos de isolados resistentes 

a essas substâncias surgiram rapidamente na literatura (PRICE; LaROCCO; GENTRY., 

1994; MATHEMA et al., 2001; SANT’ANA et al., 2002; CANTÓN et al., 2003; 

SANCHEZ-VARGAS et al., 2005). Além disso, as espécies de Candida apresentam 

sensibilidade variada aos novos antifúngicos em desenvolvimento (PFALLER et al., 1999). 

A incidência de infecções causadas por Candida sp tem aumentado nas últimas 

décadas, particularmente entre pacientes hospitalizados e imunocomprometidos. Embora C. 

albicans seja a mais freqüentemente isolada de amostras clínicas, as espécies não-albicans 

estão significativamente emergindo, entre elas C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. 

parapsilosis e C. tropicalis (HAZEN, 1995; HAYNES, 2001). A razão para o aumento de 

casos de candidíase causada por espécies não-albicans ainda é obscura. Contudo, a menor 

sensibilidade dessas espécies aos agentes antifúngicos de uso clínico (COLLIN; CLANCY; 

NGUYEN, 1999) parece ser parcialmente responsável por esse quadro. Devido a esse fato, a 

identificação do agente é importante para o planejamento terapêutico e estudos 

epidemiológicos. 
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A identificação por métodos convencionais é trabalhosa e requer longo período de 

tempo. Esses métodos são baseados na micromorfologia das colônias, assimilação de açúcares 

e testes de fermentação (KURTZMAN; FELL, 1998). Para minimizar o tempo desses 

procedimentos, vários sistemas comerciais baseados em testes bioquímicos estão disponíveis 

para identificação presuntiva das diferentes espécies de Candida. Esses métodos evidenciam 

características fenotípicas, e estas podem sofrer variação entre amostras da mesma espécie. 

Vários meios seletivos diferenciais cromogênicos para identificação presuntiva das 

amostras de Candida foram desenvolvidos (ODDS; BERNAERTS, 1994; COOKE et al., 

2002; HORVATH et al., 2003; KHAN et al., 2004). Esses meios contêm substratos que 

reagem com enzimas secretadas pelos fungos produzindo colônias com várias pigmentações. 

Essas enzimas são espécies-específicas, permitindo identificar os microrganismos através da 

cor e características da colônia. 

Com os avanços da biologia molecular, vários métodos moleculares têm sido 

empregados como ferramenta importante na identificação de Candida sp. Freqüentemente 

esses métodos baseiam-se na técnica de amplificação em cadeia pela polimerase, utilizando 

oligonucleotídeos iniciadores específicos ou randômicos (ERJAVEC; VERWEIJ, 2002). 

O objetivo desse estudo foi comparar a utilização do meio cromogênico CHROMagar 

Candida™ e a reação de semi-nested PCR (AHMAD et al., 2002) para identificação das 

espécies de Candida. 

 

 

Material e métodos 

Isolados de Candida sp 

Trinta e dois isolados vaginais e vinte isolados de cavidade oral foram utilizados nesse 

estudo. As amostras vaginais foram isoladas no Laboratório de Ensino e Pesquisa em Análises 

Clínicas da Universidade Estadual de Maringá em 2003. Os isolados de cavidade oral foram 

isolados no Centro Integrado de Doenças Infecciosas de Londrina, em 2005. As amostras 

estavam armazenadas em água destilada a -20 oC (McGINNIS; PADHYE; AJELLO, 1974). 

As amostras foram cultivadas em ágar Sabouraud (HIMEDIA, Índia) a 37 oC durante 

24 - 48 horas para análises posteriores. Uma colônia de cada isolado foi inoculada 

simultaneamente em meio CHROMagar Candida™ (Probac, Brasil) e caldo Sabouraud e as 

culturas foram incubadas nas mesmas condições anteriores. As células em meio líquido foram 

utilizadas para extração de DNA. 
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As amostras de referência incluídas nesse estudo foram fornecidas pela Fundação 

Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, RJ): C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 

22019, e C. tropicalis ATCC 28707. 

 

Extração de DNA 

O DNA genômico foi extraído pelo método descrito em Ausubel et al, (1999) com 

algumas modificações. Resumidamente, os isolados clínicos foram cultivados em 3 mL de 

meio Sabouraud líquido a 37 ºC sob agitação durante 24 horas. As células foram 

centrifugadas a 13.000 rpm e lavadas com água destilada esterilizada.O sedimento foi 

ressuspenso em tampão de lise TENTS (10 mM Tris HCl pH 8,0, 1 mM EDTA, 100 mM 

NaCl; 2% Triton X-100, 1% SDS), 2 pérolas de vidro (2 mm) e fenol saturado. A suspensão 

foi homogeneizada em vórtex três vezes durante 1 minuto cada. O lisado foi desproteinizado 

com uma mistura contendo fenol, clorofórmio e álcool isoamílico (25:24:1,v/v). O DNA 

presente na fase aquosa foi precipitado com etanol absoluto por 2 horas, lavado com etanol 

70% (v/v), seco e ressuspenso com 50 µL de água deionizada estéril. O DNA foi tratado com 

1µL RNAse A (1 mg/mL) a 37 ºC por 1 hora e as concentrações foram estimadas por 

eletroforese em gel de agarose como descrito em Sambrook; Russel (2001). 

 

Reação de amplificação 

A identificação molecular das amostras foi realizada através da técnica de semi-nested 

PCR (sn-PCR) descrita por Ahmad et al., (2002). Assim, as reações de amplificação de DNA 

foram realizadas no termociclador Primus 96 Plus (MWGAG Biotech) em volume final de 20 

µL. Para o primeiro ciclo de amplificação foram utilizados 20 mM Tris HCl pH 8,4, 50 mM 

KCl, 2 mM MgCl2, 1 U Taq DNA polimerase, 10 pmoles dos iniciadores universais CTSF e 

CTSR, 1 µL do DNA extraído da cultura (cerca de 20 ng), 0,1 mM dNTPs. Posteriormente, o 

produto dessa reação (cerca de 20 ng) foi submetido a um segundo ciclo de amplificação, nas 

mesmas condições exceto o iniciador CTSF que foi substituído por iniciadores espécies-

específicos (CADET, CPDET, CGDET, CTDET). As condições de amplificação consistiram 

de 1 ciclo de desnaturação a 94 ºC por 2 minutos seguidos de 30 ciclos a 94 ºC por 1 minuto, 

anelamento a 60 ºC por 30 segundos, extensão a 72 ºC por 1 minuto e finalmente um ciclo a 

72 ºC por 10 minutos. Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel 

de agarose a 2,5% como descrito em Sambrook; Russel, (2001). Os reagentes utilizados nessa 

reação foram adquiridos junto a Invitrogen-Gibco (Grand Island, N.Y, USA). 
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Resultados 

Nesse trabalho, a utilização do meio cromogênico permitiu a identificação presuntiva 

de 39 amostras de leveduras (75%), enquanto a técnica molecular identificou 43 amostras 

(83%), em nível de espécie. 

As amostras clínicas semeadas no meio cromogênico foram identificadas 

presuntivamente como C. albicans (n = 22), C. glabrata (n = 9), C. tropicalis (n = 5) e C. 

krusei (n = 3). Treze isolados produziram colônias brancas nesse meio, portanto não puderam 

ser identificados. E através do sn-PCR as amostras foram identificadas como C. albicans (n = 

24), C. glabrata (n = 11), C. tropicalis (n = 5), C. parapsilosis (n = 3) e nove amostras não 

puderam ser identificadas. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos através das duas 

metodologias. 

Os resultados positivos do sn-PCR foram concordantes com aqueles obtidos no meio 

cromogênico para 34 das 52 amostras (65,4%). Seis amostras (11,5%) não puderam ser 

identificadas por nenhuma das metodologias empregadas e 12 amostras (23,1%) apresentaram 

resultados discrepantes (Tabela 2). A identificação das amostras de referência foi confirmada 

pelas duas metodologias. 

 

 

Discussão 

O meio CHROMagar Candida tem sido utilizado para diferenciar, de forma rápida, 

algumas espécies de Candida a partir de amostras clínicas (ODDS; BERNAERTS, 1994; 

PFALLER; HOUSTON; COFFMANN, 1996; HORVATH et al., 2003). O crescimento de 

amostras de C. albicans é caracterizado por colônias lisas e esverdeadas, enquanto C. 

tropicalis apresenta coloração azul e um pigmento púrpura ao redor da colônia. A coloração 

rosa pode indicar a presença de C. krusei, cujas colônias são grandes e apresentam aspecto 

rugoso. C. glabrata também produz colônias rosas, entretanto são pequenas e lisas. Outras 

espécies crescem como colônias brancas, não permitindo a sua identificação. Além disso uma 

variação das tonalidades das cores também pode conduzir a uma identificação errônea. 

Cardenes et al., (2004) avaliaram quatro meios cromogênicos comerciais utilizados 

para identificação de espécies do gênero Candida, entre eles o CHROMagar Candida. Seus 

resultados mostraram especificidade e sensibilidade maior que 92% para identificação de C. 

albicans. Entretanto, esses autores conseguiram identificar apenas 6 dos 108 isolados de C. 

não-albicans (5,6%) nesse meio de cultura, diferindo dos nossos resultados onde dezessete 

amostras (32,7%) foram identificadas como espécies C. não-albicans.  
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Dois isolados vaginais foram classificados como espécies diferentes nas duas 

metodologias. As amostras 98V e 103V foram identificadas como C. albicans e C. glabrata 

pelo meio cromogênico e através do sn-PCR como C. glabrata e C. parapsilosis, 

respectivamente. Além disso, três isolados de C. albicans e dois de C. glabrata não 

apresentaram perfil característico dessas espécies no meio CHROMagar Candida. 

Cooke et al., (2002) compararam vários meios cromogênicos, inclusive o 

CHROMagar Candida e obtiveram variações nas colorações das colônias entre isolados da 

mesma espécie. Outros resultados discrepantes entre sistemas comerciais que evidenciam 

características fenotípicas têm sido descritos na literatura (KOEHLER et al., 1999; MICHEL-

NGUYEN et al., 2000; AHMAD et al., 2002). Embora variação fenotípica intraespécies 

possam ocorrer, a razão exata para esses resultados ainda é obscura. A identificação 

presuntiva de C. glabrata nesse meio permanece controversa. Alguns autores consideram o 

uso de CHROMagar apropriado para sua detecção (PFALLER; HOUSTON; COFFMANN, 

1996; HOSPENTHAL et al., 2002) enquanto outros não o recomendam (ODDS; 

BERNAERTS, 1994; KOEHLER et al., 1999; ODDS; DAVIDSON, 2000). 

Várias metodologias moleculares para identificação de leveduras do gênero Candida 

têm sido descritas e muitas utilizam o cluster gênico do RNA ribossomal como alvo 

(WILLIAMS et al., 1995; PARK et al., 2000; LOEFFLER et al., 2000; FUJITA et al., 2001; 

GHARIZADEH et al., 2004). Como o gene está presente como múltiplas cópias no genoma 

dessas leveduras (JONES et al., 2004) as técnicas se tornam altamente sensíveis. Além disso, 

o tamanho das regiões intergênicas (ITS: intergenic region) varia entre as diferentes espécies, 

o que permite a diferenciação das mesmas. 

Na técnica de semi-nested PCR descrita por Ahmad et al., (2002), os oligonucleotídios 

iniciadores universais são capazes de amplificar o final da extremidade 3' do DNA ribossomal 

(rDNA) 5.8S e a extremidade 5' inicial do rDNA 28S e a região espaçadora interna. No 

segundo ciclo de amplificação, iniciadores espécie-específicos complementares a região ITS2 

revelam a identidade das espécies. E diferente de muitos métodos, essa técnica não requer 

manipulação posterior do produto de amplificação. Contudo, a limitação dessa técnica reside 

no fato de que somente quatro espécies de Candida são identificadas, dessa forma os isolados 

de C. krusei não puderam ser confirmados através da mesma. 

Assim como o meio cromogênico, a reação de sn-PCR pode ser utilizada diretamente 

em amostras clínicas, tornando mais rápido o processo de identificação das espécies de 

leveduras (AHMAD et al., 2002). 
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Os nossos resultados mostram que as duas metodologias podem ser utilizadas para 

identificação das espécies mais freqüentes de Candida, em laboratórios clínicos. Contudo, 

novas metodologias capazes de identificar todas as espécies clinicamente importantes devem 

ser desenvolvidas. A correta identidade das espécies pode contribuir para o estabelecimento 

de uma terapia mais adequada nos casos de candidíase e conseqüentemente diminuir a 

freqüência de isolados resistentes aos antifúngicos. 
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Tabela 1: Identificação dos isolados clínicos através do meio cromogênico e sn-PCR. 

Número de isolados identificados por: Espécies 

CHROMagar sn-PCR 

% de concordância entre 
os dois métodos 

C. albicans 22 24 91,7 

C. glabrata 09 11 81,8 

C. tropicalis 05 05 100 

C. krusei 03 NI - 

C. parapsilosis NI 03 - 

Candida sp 13 09 - 

NI: não identificado 

 

 

Tabela 2: Resultados não concordantes obtidos no meio 
cromogênico e sn-PCR. 

Isolados clínicos CHROMagar sn-PCR 

FV7, FV21, FV25 NI C. albicans 
FV98 C. albicans C. glabrata 

FV53, FV108 NI C. glabrata 

FV27, FV48 NI C. parapsilosis 

FV103 C. glabrata C. parapsilosis 

CO2, CO34, CO56 C. krusei NI 

FV: amostra isolada de fluidos vaginais; CO: amostra isolada de cavidade 
oral; NI: não identificado 
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Abstract 

Oropharyngeal candidiasis (OPC) is the most prevalent opportunistic infection in human 

immunodeficiency virus (HIV)-infected patients. It may occurs in up to 50% of the HIV-infected individuals 

and in up to 80% of those with acquired immunodeficiency disease syndrome (AIDS), at least once, during the 

course of their disease. We isolated yeasts from oral cavity of HIV-infected individuals attended at Centro 

Integrado de Doenças Infecciosas in Londrina, Paraná. All isolates were identified by PCR-based method and 

tested for secreted proteinase, phospholipase and hemolysin activity in vitro. In addition, we evaluated the 

susceptibility pattern of the isolates against fluconazole by broth microdilution assays according to the National 

Committee for Clinical Laboratory Standards M27-A standard and the capacity to form biofilm in polystyrene 

microtitration plates. C. albicans (71.4%) was the most prevalent species isolated in the population studied. 

Non-albicans species were isolated from 8 patients (28.6%), and they were identified as C. krusei (3), C. 

tropicalis (2) and three isolates can not be identified. Only one isolate of C. krusei was resistant to fluconazole 

(MIC=64 µg/ml) and three were susceptible dose dependent yeasts (MIC=32 µg/ml). Except one, the others 

isolates showed the presence of secreted proteinase activity on the skim milk and hemolytic activity on sheep 

blood agar. Extracellular phospholipase activity on egg yolk agar was found in twenty two isolates. Only both 

isolates of C. tropicalis and one isolate of C. krusei produced biofilm in vitro. 

 

 

Key words: HIV-infected patients, Candida sp, proteinase, phsopholipase, hemolysin, biofilm. 
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Introduction 

 

Candida albicans and related species are harmless colonizer of the gastrointestinal and 

reproductive tracts in healthy individuals. However as opportunistc pathogens, they can cause diseases 

ranging from mucosal candidiasis to life-threatening disseminated infections, mainly in immunocompromised 

hosts (44). Oropharyngeal candidiasis (OPC) is the most prevalent opportunistic infection in human 

immunodeficiency virus (HIV)-infected patients (38). The severity and chronicity of oral lesions due to 

Candida species in these patients have been attributed to progressive HIV-induced cell-immunodeficiency. In 

particular, CD4+ lymphocytes counts less than 200 cells/mm3 is an elevated risk for colonization with these 

yeasts and development of OPC (11). 

Antifungals agents, such as polyenes (amphoterecin B) and azoles (fluconazole) are often used to 

treat mucosal candidiasis. However, in HIV-infected patients, OPC is difficult to eradicate even with 

appropriate antifungal treatments, so in these individuals recurrent episodes are frequent. In addition, 

antifungal-resistant Candida species have been reported (18, 25, 27, 28, 39).  

Different traits of C. albicans have been considered as putative factors of virulence and infection 

development: adherence to host tissues, yeast-hyphal reversible transition (morphogenesis) and phenotypic 

switching (5). In addition, this microorganism secretes proteinases (17), phospholipases (16) and that 

contribute to fungal pathogenicity. 

In C. albicans, the secreted aspartyl proteinases (Saps) are encoded by a multigene family with 10 

members presenting slightly different characteristics. Distinct members of this family are expressed under a 

variety of laboratory conditions and during experimental infections (17). 

The role of Saps activity in the pathogenesis of C. albicans has been studied extensively. These 

enzymes have the potential to degrade a large numbers of host proteins (9, 21, 30). Inhibition of Saps with 

aspartyl proteinases inhibitors prevented C. albicans invading and causing tissue damaging in experimental 

model infections (12, 41). Besides, HIV aspartyl proteinase inhibitors also act on C. albicans (7, 22) and C. 

parapsilosis (2) Saps activity in vitro. Then, Saps inhibitions mediated by these substances reduce cell 

adherence of C. albicans, important in the establishment of infections (3, 4). 

Few studies concerning the production of phospholipase and hemolytic activity by oral isolates of 

HIV-infected patients  

In the study described here, we isolated yeasts from oral cavity of HIV-infected individuals with no 

clinical evidence of candidiasis. All isolates were identified and tested for secreted proteinase activity. In 

addition, we evaluated the in vitro susceptibility pattern of the isolates against fluconazole. 
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Patients, Materials and Methods 

 

Study population 

Ninety seven HIV-infected patients attended to at the Centro Integrado de Doenças Infecciosas at 

Londrina city, state of Paraná, Brazil were evaluated. All of them signed an informed consent in order to 

participate of this study. During the specimen collection, neither was taking antifungal agents and presenting 

clinical evidence of oral candidiasis. The most recent CD4+ T lymphocyte count and the antiretroviral terapy 

prescribed were obtained. 

 

Isolates identification 

Samples of the patients were obtained by scraping the buccal wall with a 

sterile cotton swab. Immediately after sampling, each swab was placed in Sabouraud 

broth medium (Cultilab, São Paulo, Brazil) supplemented with 50 µg/ml of 

chloramphenical. The tubes were transported within 1 h to the laboratory, then they 

were incubated at 35 oC for 3 h. 100 µl sample were spread on Sabouraud agar 

medium supplemented with 50 µg/ml of chloramphenical. The cultures were 

incubated at 35 oC for 24-96 h under aerobic conditions. All isolates were also 

cultured on CHROMagar Candida® medium (Probac, São Paulo, Brasil) for 

differential growth analysis. Two PCR-based methods for species identification were 

performed using specific primers directed against the 3’ end of 5.8S and 5’ end of 

28S rDNA regions (1) and chs1 (chitin synthetase 1 gene) (29). Genomic DNA 

extraction was performed according to Jain and colleagues (19). 

 

Antifungal susceptibility testing 

The minimum inhibitory concentrations of fluconazole (Pfizer Central Research, United Kingdom) 

for all isolates were determined by broth microdilution assays for yeasts according to the National Committee for 

Clinical Laboratory Standards M27-A2 standard (33). Quality control Candida parapsilosis ATCC 22019 

(FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil) was included in each experiment. Two wells of each plate served as growth 

and sterility controls. The following breakpoints definitions for fluconazole were used according to NCCLS 

guidelines, considering isolates with MICs ≥64 µg/ml, resistant, isolates between 16-32 µg/ml, susceptible dose 

dependent and isolates with MICs ≤ 8 µg/ml, suceptible. 
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Determination of extracellular protease activity  

All isolates were tested for their ability to grow and produce a hydrolisis zone on agar plate 

containing skim milk as protease substrate. The yeast isolates were cultured in minimal medium (MM) broth 

(35) supplemented with 0.6% skim milk pH 4.0 to induce the secretion of protease. Cells were counted and a 10-

µl suspension of 106 yeasts was placed on the surface of the medium, and the cultures were incubated at 37 oC 

for 96 h, after which the diameter of the degradation zone around the colony was determined. The enzymatic 

activity was determined by calculating the ratio between colony diameter and colony diameter plus hydrolysis 

halo. The isolates were classified according to Price and colleagues (37). Each isolate was tested in triplicate, 

and the experiment was carried out on three different occasions. 

 

Results and Discussion 

Oropharingeal candidiasis is one of the oral lesions indicators of HIV infection. It may occurs in up to 

50% of the HIV-infected individuals and in up to 80% of those with acquired immunodeficiency disease 

syndrome (AIDS), at least once, during the course of their disease (10). C. albicans is the most frequently 

causative agent of candidal infection in humans, including HIV/AIDS patients (27, 30, 35, 39, 42). However, 

non-albicans species have become a significant cause of infection in human (8). 

The first case of AIDS notified in Londrina city occured in 1984 and until 2003, 1.361 adults, 

including 19 pregnant women, and 52 children were diagnosed as HIV-infected individuals. However, the cases 

number can be under-estimated, mainly in early phase of the epidemic. Most of the patients are men (20 to 49 

years old) and the sexual transmission is the most prevalent pathway of contamination. They are regularly 

evaluated by experienced infectious disease physicians at the Centro Integrado de Doenças Infecciosas, a major 

referral center for the management of HIV-related infections in the north of the Parana State. And, they 

receive all currently available medications to treat HIV infection. 

A total of 97 HIV-infected patients were enrolled in this study. Of these patients 28 (28.9 %) were 

colonized by yeasts. The age of the positive patients ranged from 26 to 70 years (median 42.5 years old) and the 

majority of them were men (60.7%). The values of CD4+ lymphocytes counts ranged from 8 to 1.074 cells/mm3, 

with a median count of 386 cells/mm3. Only three patients reported previous use of azole antifungals 

(ketoconazole and fluconazole) in 6 months before sampling. Thirteen patients (46.4%) were on highly active 

antiretroviral therapy (HAART) associated to a viral protease inhibitor (atazanavir, indinavir, lopinavir, 

nelfinavir, ritonavir) (Tables 1 and 2). 

We found a high prevalence of C. albicans (71.4%) isolates in the population studied. Non-albicans 

species were isolated from 8 patients (28.6%), three isolates were identified as C. krusei and two, as C. 

tropicalis. We can not identified three isolates with the methodology used in this study. The Table 3 resumes all 

results obtained in this study and which will be discussed. 
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Fluconazole is established as a first-line antifungal for the treatment of oral candidiasis. Overall, C. 

albicans isolates from HIV-infected patients have been found to be susceptible to this substance. However, 

azole-resistant C. albicans and non-albicans, mainly C. krusei and C. glabrata, have been reported (27, 28, 39, 

40). In addition, the azole cross-resistance has been found among Candida isolates (6, 23, 31).  

In this study, only one isolate of C. krusei was resistant to fluconazole (MIC=64 µg/ml) and three 

patients harbored susceptible dose dependent yeasts (MIC=32 µg/ml, one isolate each of C. albicans, C. krusei 

and Candida sp). 

Several factors might be responsible for the emergence of Candida resistant isolates, including the 

increased use of antifungal agents. Indeed, colonization with azole-resistant yeast after treatment with 

fluconazole has been reported (20, 43, 45). Among our patients, as mentioned, three had used azole antifungal in 

a period of 6 months before sampling. In two of them, we isolated fluconazole susceptible C. albicans 

(MIC=0.25 and 0.5 µg/ml). In another, we found one isolate of C. krusei susceptible dose dependent. 

Interestingly, this yeast was recovered from a patient with previous exposure to cetoconazol, suggesting the 

emergence of cross resistance between two azoles antifungals. However, more investigations are needed to 

demonstrate this phenomenon. 

The higher secretory proteinase activity in Candida strains isolated from HIV infected individuals has 

been demonstrated (13, 34). The introduction of HAART that includes HIV proteinase inhibitors has 

dramatically reduced the incidence of opportunistic infections in these patients. The HAART treatment results in 

a significant improvement in the immune status of HIV-infected patients correlated with an increase in the 

number of CD4+ lymphocyte (32). In addition, these inhibitors exert a direct inhibitory effect on C. albicans 

secretory proteinase activity in vitro and in vivo (7, 14, 22). In view of these results, many efforts have been 

undertaken to investigate the role of secreted proteinase activity of Candida isolates during the course of HIV 

infection (3, 4, 13, 14, 22, 34). 

Secretory proteinase activity of Candida sp can be detected with the agar plate method using 

different substrates (9, 15, 24, 26). We used a fungal minimal medium (35) supplemented with skim milk for 

assaying secreted proteinase activity. The activity was determined by visual measurement of the hydrolisis 

zone around the colony without any revelation step. Additionally, as MM is a chemically defined medium it is 

possible to determine the real role of specific substrate in enzyme activity. 

The isolates of this study, except one Candida sp strain, showed the presence of secreted proteinase 

activity on the skim milk and all C. albicans and C. krusei isolates presented high proteinase activity. The 

enzymatic activity of two isolates of C. tropicalis was classified as intermediate, and one Candida sp was 

negative for this activity. No correlation was found with high proteinase activity of the isolates and CD4+ 

lymphocytes counts. Similar results were obtained by Ollert and colleagues (34), and they suggested that 

increased proteinase activity is independent of the patient’s immune status. In addition, those investigators found 

that the higher level of secretory activity proteinase in the culture supernatants of C. albicans isolates correlated 

with the increased level of proteinase expression on the cells surface and higher levels of protein secretion. 
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Surprinsingly, no significant differences in proteinase activity were observed among Candida strains 

isolated from patients on HAART or the group not receiving this treatment. The patient harbored the isolate of 

Candida sp which presented no proteinase activity was on HAART, but we do not know about the proteinase 

activity of this yeast before the treatment. 

Further studies are warranted to investigate the expression of Candida sp virulence factors in the 

HIV-infected populations and such investigations are currently underway in our laboratory. 
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Table 1: Demographics of patients enrolled in this study 

Age  Man Woman Total CD4+ (cells/mm3) 

26-36 3 (10.7%) 2 (7.1%) 5 (17.9%) 446.4 

37-47 12 (42.9%) 5 (17.9%) 17 (60.7%) 333.7 

48-58 2 (7.1%) 3 (10.7%) 5 (17.9%) 629 

59-70 0 1 (3.6%) 1 (3.6%) 393 

Tota

l 

17 (60.7%) 11 (39.3%) 28 (100%) Median 386 

 
 

 

 

 

Table 2: Demographics of the patients in use of HAART 

Isolate Age Antiretrovirala CD4+ (cells/mm3) 

2 39 ATC, ATZ 381 

9 34 AZT, DDI, ATZ 1074 

12 27 ATC, NFV 451 

13 48 D4T, 3TC, ATZ 964 

15 45 D4T, 3TC, IDV 431 

21 34 D4T, DDI , NFV 480 

32 47 ATC, NFV 324 

36 42 D4T, DDI, EFV, ATZ 108 

38 52 ATC, NFV 667 

43 38 3TC, DDI, IDV, EFV, LOP 276 

53 45 D4T, 3TC, NVP, LOP 125 

66 39 ATC, ATZ 367 

96 38 ATC, ATZ 496 
a: ATC:lamivudine plus zidovudine , ATZ: atazanavir, AZT: zidovudine, DDI: didanosine, 
D4T: estavudine, EFV: efavirenz, IDV: indinavir, LOP: lopinavir, NFV: nelfinavir, NVP: 
nevirapina, 3TC: lamivudina. 
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Table 3: MICs range for fluconazole and proteolitic activity of the Candida isolates from oral cavities of HIV-
infected patients 

Isolates Identification Fluconazolea  Proteolitic Activityb

20 (71.4%) C. albicans 0.25- 32 0.13-0.23  

2 (7.1%) C. tropicalis 2-4 0.30-0.33  

3 (10.1%) C. krusei 8-64 0.22-0,28  

3 (10.1%) Candida sp. 0.5-32 0.13-1 
a The MICs (µg/ml) were determined according to the NCCLS M27-A2 standard (32). 
b Pz = 1, negative;  0.64 ≤ Pz < 1, low; 0.30 ≤ Pz < 0.64, intermediate; Pz < 0.30, highly positive. 
The Pz index was was determined by calculating the ratio between colony diameter and colony 
diameter plus hydrolysis halo (36). 
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