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Resumo 

 

A candidíase nosocomial é grande preocupação em hospitais terciários 

em todo o mundo. A infecção ocorre geralmente em pacientes com doenças 

neoplásicas e degenerativas e é considerada a quarta causa mais freqüente de 

infecções sangüíneas. O diagnóstico da candidemia ou candidíase 

hematogênica tem sido problemático porque os sinais e sintomas clínicos são 

inespecíficos, o que conduz a atrasos no diagnóstico e, conseqüentemente, na 

terapia antifúngica apropriada. Desenvolvemos a técnica de ELISA de inibição 

para a detecção do antígeno de 65 kDa em modelo experimental de 

candidemia e para o diagnóstico de pacientes em UTI com suspeita de 

candidemia. Anticorpo monoclonal anti-65 kDa foi produzido e testado para a 

detecção do antígeno comum de 65 kDa produzido por C. albicans, C. 

tropicalis, C. parapsilosis  em modelos murinos candidemia.  No modelo 

experimental o antígeno de 65 kDa foi detectado no soro do camundongos em 

concentrações variando de 0,012 a 3,25 µg / ml. Vinte pacientes com 

candidemia foram avaliados pelo teste de ELISA de inibição em soros 

seqüenciais. Dezesseis (80%) pacientes apresentavam o antígeno de 65 kDa 

em concentrações variando de 0,07 a 5,0 µg/ml. Os soros sequenciais de 

pacientes com candidemia apresentaram 3 diferentes padrões de antigenemia; 

1 – clareamento total da antigenemia; 2-clareamento inicial e recidiva da 

antigenemia; e 3 – clareamento parcial da antigenemia. Nossos resultados 

indicam que a detecção da molécula de 65 kDa pode ser muito útil para o 

diagnóstico de candidemia por C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. 

Avaliamos também um possível papel biológico da molécula de 65 kDa. Os 

ensaios demonstraram que a proteína de 65 kDa tem ligantes de fibronectina 

de matriz extracelular, tendo um possível papel da adesão do fungo no 

hospedeiro. 
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Abstract 

Nosocomial candidiasis is a major concern in tertiary care hospitals 

worldwide.  This infection generally occurs in patients with degenerative and 

neoplastic diseases and is considered the fourth most frequent cause of 

bloodstream infections.  Diagnosis of candidemia or hematogenous candidiasis 

has been problematic because clinical signs and symptoms are nonspecific, 

leading to delays in diagnosis and, consequently, in appropriate antifungal 

therapy.  We developed an inhibition ELISA for detection of a 65 kDa-antigen in 

an experimental model of candidemia and for diagnosis of patients in ICUs with 

suspected candidemia.  An anti-65 kDa monoclonal antibody was tested for 

detection of the 65 kDa antigen produced by C. albicans, C. tropicalis, and C. 

parapsilosis in murine candidemia models.  The 65 kDa-antigen was detected in 

sera at concentrations ranging from 0.012 to 3.25 μg/ml.  A total of 20 human 

patients with candidemia were then evaluated with the inhibition ELISA using 

sequential sera.  Sixteen (80%) patients had the 65 kDa-antigen in 

concentrations ranging from 0.07 to 5.0 μg/ml.  Sequential sera from patients 

with candidemia presented 3 different patterns of antigenemia of the 65 kDa 

molecule; 1- total clearance of antigenemia; 2-initial clearance and relapse of 

antigenemia; and 3- partial clearance of antigenemia.  Our results indicate 

detection of the 65 kDa protein may be a valuable tool in the diagnosis of 

candidemia by C. albicans, C. tropicalis, and C. parapsilosis. We also evaluated 

a possible biological role of the molecule of 65 kDa from C. albicans. The tests 

showed that the protein of 65 kDa is bound to fibronectin from extracellular 

matrix, and a possible role of the adhesion of the fungus in the host. 
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Abreviaturas 

 

Ac                            Anticorpo 

A.f.                           Aspergillus fumigatus 

Ag                            Antígeno  

C.a.                         Candida albicans 

C.g.                         Candida glabrata 

C.p.                         Candida parapsilosis 

C.t.                          Candida tropicalis 

DAPI                       4’6-diamino-2 phenylindole 

ELISA                     Enzyme linked immunosorbent assay 

EDTA                      Ethylenediaminetetracetic acid 

FIT-C                      Fluorescein isothiocyanate 

gp                           Glicoproteína 

H2O2                       Peróxido de hidrogênio 

HEPES                   Ácido N-2 etanosulfônico 

HAT                        Sodium hypoxantine and thymidine 

H.c.                         Histoplasma capsulatum 

Inh-ELISA              ELISA de inibição 

Ig                            Imunoglobulina 

i.p.                          Intraperitoneal 

i.v.                          Intravenoso 

J.L.                         Doença de Jorge Lobo 

kDa                        Kilodalton 

MAb                       Anticorpo monoclonal 

mg                         Miligramas 

ng                          Nanograma 

µg                          Micrograma 

P                            Padrão de peso molecular 

P. b.                       Paracoccidioides brasiliensis 

PBS                       Phosphate buffer solution 

PBS-T                   Phosphate buffer solution + Tween 20 

PEG                      Polietilenoglicol 

PMSF                    Phenylmethyl sulphonyl fluoride 
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rpm                       Rotações por minuto 

SDS-PAGE           Eletroforese em gel de poliacrilamida 

SFB                       Soro fetal bovino 

SHN                      Soro humano normal 

S.s.                       Sporothrix schenckii 

ST                         Sem tratamento 

T.r.                        Trichophyton rubrum 

UFC                      Unidade formadora de colônia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

10 

 

Lista de figuras 

 

 

Figura 1- Perfil eletroforético por SDS-PAGE dos exoantígenos de Candida 

tropicalis (coluna1), C. parapsilosis (coluna 2), C. albicans (coluna 3) e 

C.glabrata (coluna 4). P- Padrão de peso molecular 

Figura 2- Perfil eletroforético por SDS-PAGE do exoantígeno bruto de C. 

albicans (1) e a molécula de 65 kDa purificada (2). P- Padrão de peso 

molecular. 

Figura 3- Resultado do Western blot utilizando IgG  de soro de coelho (1/50) 

anti-gp 65 kDa de C. albicans contra exoantígenos brutos de C. glabrata ATCC 

(1), C. tropicalis ATCC (2), C. parapsilosis ATCC (3) e C. albicans ATCC (4). P- 

Padrão de peso molecular. 

Figura 4- A: Concentração de antígenos circulantes em modelo murino 

experimental de candidemia por C. albicans (C.a-ATCC e C.a-sangue) B: 

Concentração de antígenos circulantes em 2 soros de pacientes com 

candidemia (paciente 1 e paciente 2).   

Figura 5- Detecção de antígeno circulante (65kDa) em modelo de candidemia 

experimental em coelhos nos tempos de 3h, 6h, 9h, 12h,  1d, 2d, 3d, 4d, 5d, 

6d-   pós-infecção; Controles negativos: scn (soro normal de coelho - pré-

infecção); IgG normal de coelho. 

Figura 6- SDS-PAGE mostrando a purificação da gp65 de C. albicans.  P- 

Padrão de peso molecular, 1- Exoantígeno bruto de C. albicans e 2-Proteína de 

65 kDa. 

Figura 7- Reatividade do Mab anti-65kDa de C. albicans reconhecendo a 

proteína de  65kDa de C. albicans (coluna 9), C. parapsilosis (coluna 8) e  C. 

tropicalis (coluna 7). Coluna 1 = H. capsulatum; coluna 2 = A. fumigatus; coluna 

3 = S. schenckii; coluna 4 = P. brasiliensis; coluna 5 = T. rubrum; coluna 6 = C. 

glabrata.  

Figura 8- Detecção de antígeno circulante (gp65) em modelo murino 

experimental de candidemia por C. tropicalis (A), C. parapsilosis (B) e C. 

albicans (C) utilizando Mab anti 65 kDa de C. albicans. Controle: soro de 

camundongo normal = 0,23 D.O. (bola amarela). 
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Figura 9- Representação esquemática da dinâmica de antigenemia por gp65 

de C. albicans em 16 pacientes com candidemia. A= Pacientes com 

clareamento toral da molécula após tratamento com antifúngico; B= Pacientes 

com clareamento inicial da molécula após tratamento antífungico e recidiva da 

antigenemia; C= pacientes com clareamento parcial da antigenemia.  = 

pacientes que sobreviveram. = pacientes com  óbito. 

Figura 10. Resultados do teste de inibição de ELISA para detecção da 

molécula de 65 kDa de C. albicans. Candidemia = soros de pacientes com 

candidemia  devido a C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr e C. 

glabrata; A.f = aspergilose; H.c = histoplasmose; P.b = paracoccidioidomicose; 

J.L = Doença de Jorge Lobo. SHN = soro humano normal. 

Figura 11- Efeito do MAb anti-65 kDa de C. albicans no crescimento de células 

vivas de C. albicans. UFC = unidade formadora de colônia. ST = sem 

tratamento. 

Figura 12- UFC dos órgãos de camundongos tratados com MAb anti-65 kDa 

de C. albicans em concentrações de 0,1,   0,5  e 1,0 mg/ml. ST = sem 

tratamento. 

Figura 13- Células de C.albicans mostrando a imunomarcação utilizando 

anticorpo monoclonal anti- gp65. Em verde, imunomarcação por Fit-C e em 

azul marcação nuclear por DAPI. A localização das moléculas de 65 kDa se 

mostra distribuída predominantemente na parede celular na forma de “spots” 

(células de 3 dias). Aumento de 1000x. 

Figura 14- A,B,C,D,E e F: Imunomarcação por microscopia eletrônica em 

células de C. albicans utilizando anticorpo monoclonal contra gp65; G: Controle 

negativo. As setas indicam acúmulo da gp65 na parede celular fúngica. 

Figura 15- Resultado da purificação da fibronectina de plasma sanguíneo.1- 

Fibronectina purificada (~ 440 kDa).  P- Padrão de peso molecular. 

Figura 16- Western blot mostrando a intereção da proteína de 65 kDa de C. 

albicans com a fibronectina de matriz extracelular. Coluna 1-Controle negativo 

(fibronectina + gp43 de Paracoccidioides brasiliensis + mAb anti 65 kDa de C. 

albicans), coluna 2- controle positivo (proteína de 65 kDa de C. albicans + mAb 

anti 65 kDa de C. albicans), coluna 3- controle da ligação inespecífica do mAb 

contra fibronectina (fibronectina + mAb anti 65 kDa de C. albicans) e coluna 4- 

interação intereção da proteína de 65 kDa de C. albicans com a fibronectina de 
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matriz extracelular (fibronectina + proteína de 65 kDa de C. albicans + mAb anti 

65 kDa de C. albicans) 
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1-Introdução. 

 

Entre os agentes de infecção da corrente sangüínea estão os fungos, 

cuja incidência elevou-se nas últimas décadas em decorrência do avanço 

tecnológico da medicina. Este avanço propiciou a pacientes gravemente 

enfermos uma sobrevida maior, porém expondo-os mais às infecções fúngicas 

devido o uso de cateter venoso central, de nutrição parenteral total, de 

quimioterapia mais agressiva para neoplasias (provocando mucosite e 

neutropenia); pelo maior número de transplantes de medula óssea; e pelo uso 

de antibióticos de largo espectro (Wingard, 1995; Viudes et al., 2002).  

 

Das infecções fúngicas hospitalares, o gênero Candida corresponde a 

78,3% dos casos (Becke-Sagué e Jarvis, 1993), sendo a quarta causa de 

infecção da corrente sangüínea nos EUA (Pittet et al., 1997; Edmond et al., 

1999).  Candida albicans é o agente mais freqüentemente isolado, próximo a 

50% dos casos. Entretanto, vários autores vêm documentando um aumento de 

espécies não-albicans nas últimas décadas, o que é preocupante, pois 

algumas espécies têm   sensibilidade diminuída aos triazólicos, como Candida 

glabrata, ou mesmo resistência a eles como Candida krusei, ou ainda 

resistência à anfotericina B, como Candida lusitaniae (Colombo e Guimarães, 

2003). 

 

A apresentação clínica é inespecífica, sendo a febre o dado clínico mais 

comum (Nucci et al., 1998; Viscoli et al., 1999; Viudes et al., 2002), o que torna 

o diagnóstico da candidíase hematogênica um desafio, pois as hemoculturas 

são positivas no máximo em 50% dos casos (Abi-Said et al., 1997; Luzzati et 

al., 2000; Blot et al., 2002; Alonso-Valle et al., 2003). Em geral, o diagnóstico é 

feito tardiamente no curso de uma infecção prolongada ou durante a necrópsia 

(Eggimann et al., 2003). 

 

A mortalidade entre os pacientes com candidemia é relatada entre 40% 

e 60% (Anaissie et al., 1998; Nucci et al., 1998; Viscoli et al., 1999; Luzzati et 

al., 2000; Saiman et al., 2001; Viudes et  
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al., 2002; Blot et al., 2002; Hadley et al., 2002; Nucci e Colombo, 2002; 

Colombo e Guimarães, 2003; Alonso-Valle et al., 2003; Pappas et al., 2003). 

Esse alto percentual de mortalidade se deve particularmente ao diagnóstico 

tardio e à gravidade das comorbidades. (Abi-Said et al., 1997; Voss et al., 

1999; Eggiman et al., 2003). 

 

 

1.2- Revisão geral. 

 

Os casos de infecções fúngicas relatados na era pré-antibióticos e pré-

esteróides eram muito raros. Em 1945, Downing e Contant (1945a; 1945b) 

relataram três casos de infecções sistêmicas e dois de endocardite causados 

por Candida spp. Winner e Hurley (1964) relataram alguns casos adicionais de 

candidíase sistêmica e, possivelmente, mais quatro fatalidades ocorridas 

durante a década de cinqüenta. 

 

O primeiro caso de candidíase disseminada em adulto foi relatado em 

1937 por Bogen e Kessel, onde verificaram um aumento no crescimento 

fúngico em pacientes tratados com estreptomicina. Outros autores relataram 

aumento dos efeitos letais de C. albicans em embriões de galinha tratados com 

penicilina (Campbell e Saslaw, 1949; Foley e Winter, 1949). Em 1959, 

Zimmerman relatou que o uso de antibióticos de amplo espectro era 

responsável pelo aumento da incidência de doenças fúngicas. No início dos 

anos 50, alguns autores relataram que o uso de antibióticos de amplo espectro, 

tais como cloridrato de oxitetraciclina e cloranfenicol, era responsável pelo 

super crescimento fúngico em pacientes tratados com esses antibióticos 

[Berhman (1950), Freeman (1952), Mangiaracine (1951) e Reiches (1951)]. 

Também, neste momento, havia muitos casos de infecções severas causadas 

por Candida spp, ocasionando complicações bronco-pulmonares e relatos de 

infecções sistêmicas fúngicas endocárdicas e de trato urinário, correlacionadas 

com a administração de antibióticos (Wolff, 1952; Kunstadter, et al., 1952; 

Wybel, 1952; Taylor and Rundle, 1952; Gausewitz, et. al., 1951).    
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Em 1956, Keye e Magge analisaram casos clínicos, protocolos de 

autópsias, relatos histológicos e bacteriológicos de 15.845 óbitos no período de 

1919 a 1955. Eles encontraram um total de 88 casos de infecções fúngicas, 

incluindo aquelas causadas por Candida spp., dos quais 47 foram 

considerados como secundários ao tratamento de uma doença primária. Os 

autores concluíram que havia alteração na incidência de infecções fúngicas 

primárias e aumento significante de infecções fúngicas secundárias. Torack 

(1957) relacionou o aumento da incidência de infecções fúngicas ao uso de 

antibióticos com ou sem corticosteróide, sendo que as formas mais invasivas 

desenvolviam-se em pacientes aos quais eram administrados esteróides. Baker 

(1962) e Gruhn e Sanson (1963) confirmaram o aumento da incidência de 

micoses secundárias em pacientes leucêmicos. Baker (1962) atribuiu o 

aumento das fatalidades fúngicas, em pacientes com leucemia, ao uso de 

drogas anti-leucêmicas, corticóides e antibióticos. Ele relatou que entre os 143 

pacientes leucêmicos autopsiados antes de 1953, nenhum óbito fora atribuído 

às infecções fúngicas. Entretanto, nos oito anos a seguir, 9% dos óbitos entre 

pacientes leucêmicos foram diretamente atribuídos à infecções fúngicas. Gruhn 

e Sanson (1963) estudando 103 pacientes leucêmicos, sendo 25 com 

infecções fúngicas secundárias, 5 dos quais com morte por micose 

disseminada, relataram que todos tinham sido submetidos à terapia antibiótica 

múltipla, bem como uso de corticosteróides.   

Hutter e Collins (1962) relataram que entre 1950 e 1959 houve um 

aumento de quinze vezes no número de infecções fúngicas nos pacientes 

internados no   Memorial-Sloan Kattering Cancer Center (Nova Iorque- EUA). 

Nos casos onde infecções fúngicas complicavam o quadro de leucemia aguda, 

Budey (1966) relata que, no período de 1959 a 1964, houve duplicação na 

freqüência de infecções fúngicas quando comparado com o período precedente 

de 5 anos. Schumacher et al. (1964) analisaram a incidência de infecções 

fúngicas em pacientes com leucemia, examinando os registros médicos de 

pacientes admitidos entre 1957 a 1962. Apenas 13,7% dos pacientes foram 

encontrados com infecções fúngicas. O fungo mais comum observado foi 

Candida spp. que ocorreu em 89,3% dos pacientes, ocasionando  24% de 

morte. 
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Até 1963, aproximadamente, cinco novas espécies de Candida com 

importância médica haviam sido descritas, C. albicans, C. stellatoidea, C. 

parapsilosis, C. tropicalis e C. guilliermondii (Emmons et al., 1963). Contudo, na 

década de 60, com o advento de novas modalidades para o tratamento do 

câncer, além do uso de catéteres venosos e a explosão de novos agentes 

antibacterianos, abriram-se novas portas para o inóculo de leveduras que 

causam estas infecções no homem. Existem no mínimo 17 espécies de 

Candida causadoras de micoses superficiais ou invasivas em humanos. Com o 

desenvolvimento das intervenções médicas e com o aumento da população de 

pacientes com imunodeficiências ou que passam por imunossupressão 

transiente ou longa, a lista de leveduras que causam doenças continua 

crescendo (Rinaldi, 1993; Krcmery e Barnes, 2002; DiazGranados et al., 2008; 

St-Germain et al., 2008; Bouza e Muñoz, 2008, Colombo et al., 2008; Leroy et 

al., 2009). 

 

Espécies de Candida têm sido uma das mais comuns causas de 

infecções da circulação sanguínea nosocomial até 1990. O aumento das 

infecções fúngicas pode estar atribuído a muitos fatores, tais como regime 

terapêutico imunosupressivo, longo período de uso de cateteres, uso de 

antibióticos de amplo espectro e a sobrevida longa de indivíduos 

imunocomprometidos. Leveduras patogênicas previamente reconhecidas por 

raramente causar doenças ou causá-las apenas em condições específicas 

estão sendo relatadas com maior freqüência (Leroy et al., 2009; DiazGranados 

et al., 2008; St-Germain et al., 2008; Bouza e Muñoz, 2008, Colombo et al., 

2008; Krcmery e Barnes, 2002; Banerjee et al., 1991). 

 

Entre as infecções invasivas causadas por Candida vale ressaltar a 

relevância clínica dos casos de infecção de corrente sanguínea, complicação 

esta conhecida como candidemia ou candidíase hematogênica. Três estudos 

compararam a representação percentual de diferentes espécies de leveduras 

presentes no sangue de pacientes em dois períodos no mesmo hospital. Em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bouza%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bouza%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


 

 

5 

 

um caso, a porcentagem de leveduras isoladas (C. albicans) aumentou (Beck-

Sagué et al., 1993) e em outro estudo, a porcentagem diminuiu (Borg von-

Zepelin et al.,1993). Os resultados do terceiro estudo (Price et al., 1994) 

sugeriram que o uso de fluconazol pode ter contribuído para um significante 

aumento no isolamento de C. parapsilosis e C. glabrata do sangue e uma 

dramática diminuição de C. albicans. Revisões retrospectivas sobre leveduras 

isoladas da circulação sanguínea têm demonstrado uma preponderância de 

isolados pertencentes ao gênero Candida. Quando estudos são limitados a 

este gênero, as espécies isoladas mais freqüentemente são C. albicans, C. 

tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. krusei (Badenhorst 

et al., 1991; Banerjee et al., 1991).  

 

No Brasil, Colombo et al. (1999) conduziram estudo epidemiológico 

reunindo dados sobre infecções de corrente sanguínea documentada em 

quatro hospitais de São Paulo. Durante o período de 12 meses, 7.038 

episódios de bacteremias e fungemias foram avaliados e Candida spp. 

responderam por 4,3% do total das infecções da corrente sanguínea. Colombo 

et al. (2006) realizaram estudo epidemiológico de candidemia em onze centros 

médicos brasileiros, onde foram detectados 712 casos de candidemia, com 

incidência de 2,49 casos por 1000 admissões por dia, um valor elevado quando 

comparado a dados de outras regiões [E.U.A, 0,28 - 0,96 (Wisplinghoff et al., 

2004); Canadá, 0,45 (Macphail et al., 2002); Europa, 0,28 – 0,38 (Tortorano et 

al., 2004); França, 0,17 (Richet et al., 2002); Itália, 0,38 (Tortorano et al., 2002); 

Espanha, 0,76-0,81 (Viudes et al., 2002; Alonso-Valle et al., 2003)]. Das 

espécies de Candida isoladas por hemoculura C. albicans foi a espécie mais 

comum, com 40,9% dos casos, seguida por C. tropicalis (20,9%) e C. 

parapsilosis (20,5%), nos Estados Unidos e na Europa, C. glabrata vem em 

segundo lugar como espécie mais incidente (respectivamente, 18,3% e 13,6%), 

seguida por C. parapsilosis, respectivamente, 13,2% e 13,3% (Diekema e 

Pfaller, 2004; Tortorano et al., 2004). 

 

Acredita-se que a maioria dos casos de candidemia seja adquirida por 

via endógena, pela translocação do patógeno através do trato gastrointestinal, 
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local onde há rica colonização por Candida spp., em até 70% da população 

normal. Qualquer variável que provoque desequilíbrio da microbiota ou lesão 

da mucosa gastrointestinal pode ser um agente facilitador de translocação de 

Candida spp. até os capilares mesentéricos (Alexander et al., 1990). 

 

A perturbação do trato gastrointestinal pode ser o fator mais importante 

que predispõe ao desenvolvimento de infecções, particularmente a fungemia, 

pelas leveduras incomuns. Badenhorst et al. (1991) observaram que fatores 

como antibioticoterapia de amplo espectro e desordens abdominais, incluindo 

laparotomia, parecem estar entre os fatores mais envolvidos no 

desenvolvimento da fungemia.   

 

Infecções hematogênicas por Candida spp. também podem ser 

adquiridas por via exógena, por meio do contato das mãos de profissionais de 

saúde com pacientes portadores de cateteres vasculares em posição central, 

implantes de próteses contaminadas, bem como pela administração parental 

de soluções contaminadas (Pfaller, 1996; Wenzel et al., 1995). Estudo feito 

com pessoal de um hospital demonstrou que mais de 70% dos enfermeiros e 

não enfermeiros abrigam leveduras em suas mãos (Strausbaugh et al., 1994). 

Neste estudo, os organismos isolados em maior freqüência foram Rhodotorula 

spp. e C. parapsilosis. Esta última espécie freqüentemente coloniza a pele, 

particularmente o espaço subunguial (Weems, 1992). Se tal colonização 

contribui para o aumento de isolamento de C. parapsilosis em infecções 

nosocomiais por Candida spp. e contaminação de fluídos de irrigação, soluções 

de hiperalimentação e catéteres, tais fatores ainda requerem estudos 

(Branchini et al., 1994; Sanchez et al., 1993; Weems, 1992). Quando um 

cateter se mostra contaminado por leveduras, culturas de sangue periférico são 

negativas e nenhum outro “ninho” é aparente, então a pele pode ser uma 

possível origem da levedura. 

  

Wey et al. (1988) preconizaram os seguintes fatores de risco para 

candidemia: uso de antibióticos, colonização por Candida spp. em diferentes 
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locais, hemodiálise e uso de cateter venoso central. Assim, é possível entender 

porque a maior casuística de candidemia tem sido documentada em indivíduos 

portadores de câncer, submetidos à transplantes de órgãos ou procedimentos 

cirúrgicos de grande porte, crianças prematuras e pacientes críticos admitidos 

em unidades de terapia intensiva com falência de diferentes órgãos. 

 

 A baixa resposta imune do hospedeiro pode explicar como um 

organismo de baixa virulência é capaz de estabelecer uma infecção. A C. 

parapsilosis pode induzir resposta inflamatória aguda e crônica. D' Antonio et 

al. (1992) observaram que micro abscessos hepáticos e esplênicos são 

freqüentemente associados com C. parapsilosis em pacientes com doenças 

hematológicas malígnas. Estas observações demonstraram que organismos 

que geralmente são infreqüentes causadores de infecção, podem, sob 

condições apropriadas, causar sérias infecções. 

 

Yamura et al. (1999) relataram a predominância de candidemias por C. 

albicans em 14 hospitais canadenses. No estudo, C. parapsilosis (10,4%), C. 

glabrata (8,2%) e C. tropicalis (8,2%) foram as espécies não-albicans 

predominantes. 

 

Nos Estados Unidos e Europa, C. parapsilosis apresenta-se, desde os 

anos 80, como importante patógeno hospitalar de fungemias, sendo 

responsável por 7 a 15% das candidemias (Pfaller,1996; Voss et al., 1997). 

Sua ocorrência ainda é maior em crianças e recém-nascidos prematuros 

internados em unidades de terapia intensiva, onde a prevalência de 

candidemias por C. parapsilosis é de 17 a 50% (Levy, 1998). 

Caracteristicamente, C. parapsilosis prolifera-se em soluções contendo glicose, 

tem grande capacidade de produzir biofilme e freqüentemente coloniza a pele. 

Vários estudos estabelecem claramente a associação entre a utilização de 

cateteres venosos e maior ocorrência de fungemia por C. parapsilosis (Levin et 

al., 1998).  
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Em países da América Latina, C. parapsilosis é reconhecida como a 

segunda principal causa de infecção invasiva (Colombo et al., 1999; Costa et 

al., 2000; Godoy et al., 2003; Goldani e Mario, 2003). C. parapsilosis, em 

muitas instâncias, é levedura patógena adquirida exogenamente, tendo 

propensão em colonizar e infectar materiais sintéticos implantados e semi-

implantados, incluindo cateteres venosos (Nucci e Colombo, 2002; Walsh e 

Rex, 2002; Levin et al., 1998). As infecções sistêmicas por C. parapsilosis são 

comumente observadas em pacientes suscetíveis, como neonatais e aqueles 

submetidos à cirurgias (Kao et al., 1999; Levy, 1998; Stamos e Rowley, 1995). 

A afinidade de C. parapsilosis por materiais de uso externo tem sido 

reconhecida como fator de risco em pacientes submetidos à diálises peritoniais, 

próteses de válvulas cardíacas e infecções em próteses de "juntas" (Diekema 

et al., 1997; Wong et al., 2000). O uso de cateteres intravasculares em 

pacientes portadores de neoplasias tem papel fundamental na promoção de 

infecções hematogênicas por C. parapsilosis (Levin et al., 1998). 

 

C. tropicalis, por sua vez, tem sido relatada como o segundo ou terceiro 

agente etiológico mais comum de candidemia em pacientes com neoplasia, 

sendo sua freqüência maior em leucemias e menor em tumores sólidos 

(Wingard, 1995). C. tropicalis possui considerável potencial biológico como 

agente oportunista quando o hospedeiro encontra-se neutropênico, quando há 

supressão da flora bacteriana pelo uso de antimicrobianos e danos na mucosa 

gastrointestinal. Os isolados clínicos desta espécie são sensíveis à anfotericina 

B e, na grande maioria das vezes, aos triazólicos. Em países da América 

Latina, particularmente, esta espécie é extremamente freqüente entre 

pacientes não portadores de câncer constituindo-se na segunda ou terceira 

principal causa de candidemia (Colombo et al., 1999; Costa et al., 2000; Godoy 

et al., 2003; Goldani e Mario, 2003). 

 

C. tropicalis e C. parapsilosis foram as espécies não-albicans mais 

freqüentemente isoladas da corrente sanguinea, sendo isoladas em vários 

hospitais brasileiros (Nucci et al., 1998; Colombo et al., 1999) e estes estudos 

sugerem que C. tropicalis é menos colonizadora, mas é mais patogênica. 
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Contudo, C. tropicalis não tem se mostrado como mais patogênica do que C. 

albicans em estudos experimentais em animais (Wingard et al., 1982). 

Recentemente, um programa internacional de acompanhamento de infecções 

sanguineas (SENTRY - North América Antimicrobial Surveillance Program)  

ocorrido nos Estados Unidos, Canadá, América Latina e Europa, entre 1997 e 

1999, demonstrou alta proporção de C. tropicalis e baixa  de C. glabrata na 

América Latina (Pfaller et al., 1999). O programa SENTRY tem relatado 

predominância de C. albicans, comparada às espécies não-albicans (54,4% vs 

46,6%) em hospitais dos Estados Unidos (Pfaller et al., 2000), sendo C. 

glabrata e C. parapsilosis as espécies não-albicans mais comuns.  

 

C. glabrata surge como um importante patógeno hospitalar, constituindo-

se na segunda ou terceira espécie mais comum na maioria das séries de 

candidemia relatada nos Estados Unidos e Europa (Abi-Said et al., 1997). C. 

glabrata apresenta maior prevalência em pacientes idosos, sendo que 

respondeu por 25% de todas as fungemias documentadas em pacientes 

maiores de 65 anos, como relatado pelo SENTRY, que avaliou casos de 

candidemia em 17 centros médicos do Estado de Iowa - Estados Unidos 

(Diekema et al., 2002). 

 

C. krusei tem se mostrado como um patógeno hospitalar ocasional, 

particularmente em pacientes portadores de doenças hematológicas malignas 

e/ou submetidos a transplantes de medula óssea (Iwen et al., 1995). A 

resistência deste organismo ao fluconazol e o uso sistemático desta droga 

podem explicar o  aumento significante no número de infecções causadas por 

esse patógeno (Horn et al., 1985; Merz et al., 1986; Miyake et al., 1986). 

 

C. lusitaniae é uma levedura pouco freqüente como agente causador de 

doença invasiva, mas tem sido relatada como agente de candidemia em 

pacientes imunocomprometidos, onde de um total de 86 casos descritos de 

doenças invasivas por esta espécie, 70 foram identificadas em pacientes com 

câncer (Colombo e Guimarães, 2003). 
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De forma geral, 40 a 60% dos pacientes que desenvolvem candidemia 

morrem durante a internação na qual houve a fungemia, sendo a alta 

mortalidade decorrência, particularmente, do diagnóstico tardio, gravidade da 

infecção e estado geral do paciente (Wenzel, 1995; Wey et al., 1988).  Devido a 

estes fatores, é de fundamental importância para o tratamento destes 

pacientes, o diagnóstico precoce da candidemia antes que ela se torne 

disseminada e ponha em risco a vida dos pacientes. 

 

 

1.3- Características do gênero Candida. 

 

1.3.1- Taxonomia. 

 

Candida spp. fazem parte do reino Fungi e dentro deste encontramos 

sua categoria taxonômica segundo Berkhout (1923): 

 

Reino: Fungi 

Filo ou Divisão: Ascomycota 

Classe: Saccharomycetes 

Ordem: Saccharomycetales 

Família: Saccharomycetaceae 

Gênero: Candida 
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1.3.2- Agente etiológico: Características macroscópicas e 

microscópicas. 

 

Candida albicans é um fungo dimórfico que cresce rapidamente em 

ágar-Sabouraud. Após três dias a 25ºC as colônias são brancas a creme, lisas 

e brilhantes. Após um mês, apresentam tonalidade creme, sendo serosas, lisas 

ou sulcadas, com ou sem franjas micelianas. Microscopicamente, C. albicans 

cresce como célula elipsoidal (usualmente denominada blastósporo), como 

pseudo-hifa ou a 37 ºC como hifa verdadeira septada (Berkhout, 1923). 

 

1.3.2.1- Características da célula leveduriforme. 

 

As células leveduriformes são redondas ou elipsoidais delimitadas por 

uma parede celular (de 100 a 300 nm de espessura) e com diâmetro entre 2 a 

5 µm (Poulain et al, 1978; Yamaguchi et al., 1974; Yamaguchi et al., 1974).  O 

processo de brotamento (blastósporo) envolve a formação de uma evaginação 

da membrana celular e da parede celular. Durante este processo, desenvolve-

se centripetamente um septo contínuo com a parede na junção da célula-mãe e 

da célula-filha, seguido pela separação da célula-filha. Os blastósporos contém 

várias organelas, incluindo: núcleo, mitocondria, retículo endoplasmático, 

ribossomos, grânulos lipídicos e vacúolos (Yamaguchi et al., 1974, Shannon e 

Rothman, 1971., Miller et al., 1974, Persi e Burnham, 1981) 

 

 

1.3.2.2- Características da pseudo-hifa. 

 

A morfologia da pseudo-hifa de C. albicans é intermediária entre o 

blastósporo elipsoidal e a hifa alongada. Embora a pseudo-hifa se assemelhe a 

uma hifa verdadeira, microscopicamente seu modo de formação é diferente. 

Uma pseudo-hifa individual tem um diâmetro de 2 a 5 µm e de 26 a 30 µm de 

comprimento (Silva-Hunter, 1970).  
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1.3.2.3- Características da hifa verdadeira. 

 

A hifa verdadeira de C. albicans tem formato de tubo ou filamento 

compartimentalizado com diâmetro entre 0,8 a 1,3 µm (um terço do diâmetro de 

um blastóporo) (Soll, 1985, Yamaguchi et al., 1974, Silva-Hunter, 1970). Dentro 

de cada compartimento de hifa existem organelas similares às encontradas nos 

blastósporos. As hifas crescem apicalmente e podem surgir como ramificações 

de uma hifa já existente ou pela germinação de blastósporos (Braun e 

Calderone, 1978). A formação da hifa pelos blastósporos é iniciada pelo 

surgimento de um tubo germinativo que cresce continuamente em extensão.  

 

Em adição às três formas mencionadas, C. albicans pode existir como 

uma célula elipsoidal, denominada clamidósporo (Winner e Hurley, 1964, 

Jansons e Nickerson, 1979). Estas células representam uma fase estacionária 

ou mesmo um fenótipo terminal de um blastósporo (Nickerson e Mankowski, 

1953).  

 

As colônias de C. tropicalis em ágar-peptona dextrose, a 25ºC, após três 

dias, apresentam tonalidade creme, sendo lisas, opacas, com bordas 

micelianas após incubação prolongada. O cultivo em lâmina em ágar-fubá 

evidencia micélio e pseudomicélio extensos, com parede celular fina, isolados, 

em curtas cadeias e aglomerados de blastoconídeos são encontradas nas 

constrições de pseudo-hifas. Em soro sanguíneo, a 37ºC, os blastoconídeos, 

após 2 a 3 horas, podem formar pseudo-hifas com constrições. Os tubos 

germinativos verdadeiros não possuem constrições, sendo tubos ou filamentos 

contínuos (Berkhout, 1923). 

 

As colônias de C. parapsilosis, em ágar-peptona dextrose, a 25ºC, após 

3 dias, apresentam tonalidade creme, sendo elevadas a umbonadas, opacas e 

brilhantes, lisas ou sulcadas, com 2 mm, após três dias e de 3 a 7 mm, após 
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sete dias. O cultivo em lâmina, em ágar-fubá, mostra pseudomicélio muito reto, 

constituído de células alongadas. Ramificações muito regulares conferem ao 

pseudomicélio aspecto de pinhos da floresta, com blastoconídeos esféricos e 

ovais formados nas constrições das pseudo-hifas. Algumas amostras 

produzem muito pouco pseudomicélio (Langerson e Talice, 1932). 

 

As colônias de C. glabrata em ágar peptona dextrose, a 25ºC, após 3 

dias,   apresentam tonalidade creme, sendo lisas, opacas, regulares na forma e 

esféricas. Células leveduriformes geralmente são ovais, isoladas ou com 

brotamento, com 2-4 x 3-5,5 µm. Em ágar-fubá + Tween 80, observam-se 

células ou blastoconídeos ovais, com ou sem brotamentos. Não há formação 

de pseudomicélio (Kreger-van Rij, 1984) 

 

 

1.4- Características relativas à fermentação e assimilação de 

carboidratos e álcoois.  

 

Candida albicans fermenta a glicose e a maltose, não fermentando a 

lactose. Apresenta ação fermentativa variável com a sacarose e a galactose. 

Quanto às “fontes de carbono”, assimila a galactose, a maltose, a trealose, o 

amido solúvel, a D-xilose e o D-manitol. A assimilação é variável com a L-

sorbose, a sacarose, a melizitose, a L-arabinose, a D-arabinose, o glicerol, o 

ribitol, o D-glucitol, o DL-ácido lático, o ácido succínico e o ácido cítrico. Não 

assimila a celobiose, a lactose, a melibiose, a rafinose, a L-raminose, o eritrol, 

o galactitol, a silicina e o inositol. Não assimila o nitrato de potássio (Meyer et 

al., 1984). 

 

C. parapsilosis apresenta provas do tubo germinativo e da uréia 

negativas. A fermentação da sacarose e da maltose é negativa ou fracamente 

positiva, sendo negativa a lactose, variável a galactose e positiva a dextrose. A 

assimilação é positiva na dextrose, sacarose, maltose, galactose, trealose, 
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manitol, D-xilose, L-arabinose, glicerol, ribitol, D-glucitol, sendo negativas a 

lactose, a rafinose, a celobiose, o inositol, a melezitose, a melibiose, a D-

arabinose, a L-ramnose, a salicina e o amido solúvel. São variáveis L-sorbose, 

D-ribose, DL-ácido lático e ácidos succínico e cítrico. A assimilação do nitrato 

de potássio é negativa (Kreger-van Rij, 1984). 

 

C. tropicalis apresenta provas da urease e da assimilação do nitrato de 

potássio negativas. A dextrose, a maltose e a galactose são fermentadas, não 

sendo a lactose e a rafinose. A sacarose e a trealose possuem comportamento 

fermentativo variável. A assimilação é positiva com dextrose, maltose, 

galactose, trealose, D-xilose, manitol, D-glucitol, ácido succínico e amido 

solúvel, sendo negativa com lactose, rafinose, inositol, melibiose, D-arabinose, 

L-ramnose, eritritol e galactitol. A assimilação é variável com sacarose, 

arabinose, celobiose, melezitose, L-sorbose, D-ribose, glicerol, rabitol, salicina, 

DL-ácido láctico e ácido cítrico (Kreger-van Rij, 1984). 

 

C. glabrata fermenta a dextrose e a trealose, mas não a sacarose, a 

maltose, a lactose, a galactose e a rafinose. Assimila a dextrose e a trealose 

como única fonte de carbono, não ocorrendo o mesmo com a sacarose, a 

maltose, a lactose, a galactose, a rafinose, a celebiose, o inositol, a melibiose, 

a sorbose, a xilose, a arabinose, a ribose, o eritritol, o rabitol, o galactitol, o 

glucitol, a salicina, o ácido lático, o ácido succínico, o ácido cítrico e o amido 

solúvel. A assimilação de glicerol é variável e a do nitrato de potássio negativa 

(Kreger-van Rij, 1984). 
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1.5- Fatores predisponentes 

 

1.5.1- Mecanismos que potencializam infecções por Candida spp. 

 

1.5.1.1- Efeitos no hospedeiro 

 

Para compreender os mecanismos exercidos pelos vários fatores 

predisponentes na potencialização da infecção por Candida spp. necessista-se 

uma compreensão dos fatores que protegem o hospedeiro contra a invasão 

superficial ou sistêmica por estas espécies. Estes mecanismos de proteção 

podem ser divididos em três categorias: mecanismos de defesa do hospedeiro, 

barreiras anatômicas e proteção oferecida pela flora normal (Tattersall, 1975). 

 

1.5.1.2- Mecanismos de defesa do hospedeiro  

 

     1.5.1.2.1- Imunidade celular 

 

Alterações na imunidade celular do hopedeiro podem predispor à 

infecção por Candida (Rogers e Balish, 1980, Edwards et al., 1978). Os fatores 

imunes celulares e fagocíticos são os mais importantes na resistência do 

hospedeiro a Candida do que a imunidade humoral, que está mais associada a 

infecções por bactérias e algumas infecções virais (Tattersall, 1975). Em geral, 

o “clearance” de C. albicans no sangue é atribuído à atividade dos leucócitos 

(Lehrer e Claine, 1969; Rogers e Balish, 1980). Neutrófilos, monócitos e 

eusinófilos são conhecidos por fagocitar e matar as leveduras (Lehrer e Claine, 

1969; Lehrer, 1975; Lehrer, 1971). As interações entre estas células e C. 

albicans têm sido extensivamente estudadas “in vitro” (Lehrer e Claine, 1969; 

Lehrer et al., 1975; Lehrer, 1971). Existem 2 mecanismos sugeridos para 

atividade candidacida destas células (ambas envolvem proteínas contidas 

dentro dos grânulos dos neutrófilos); o primeiro envolve interação entre 
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mieloperoxidase/peróxido de hidrogênio e ânion superóxido (Quie, 1976). O 

segundo mecanismo envolve a ação de certas proteínas, entre elas a proteína 

catiônica quimotripsina (Lehrer et al. 1975; Lehrer e Cline, 1969a; Lehrer, 

1969). Esta proteína exibe capacidade candidacida para C. parapsilosis e 

Candida spp. “in vitro”. A quimotripsina é rapidamente e, preferencialmente, 

absorvida pela C. parapsilosis levando ao aumento da permeabilidade da 

membrana (Lehrer et al., 1975).  

 

A anormalidade mais comum nos grânulos dos neutrófilos é a deficiência 

da mieloperoxidase, na qual há uma completa falta de mieloperoxidase nos 

grânulos primários leucocíticos (Klebanoff e Clark, 1978). Tal deficiência pode 

ocorrer através do uso de drogas ou por certas doenças como leucemia e 

aplasia da medula óssea, onde há leucopenia acentuada. Pacientes sofrendo 

de leucemia mielógina apresentam aparecimento maturo de neutrófilos que são 

deficientes em composição e em atividade candidacida (Kernbaum e Bastin, 

1974, Lehrer e Cline,1971). Defeitos na capacidade de gerar peróxido de 

hidrogênio ou anion superóxido também podem interferir na morte de células 

de C. albicans fagocitadas (Lehrer e Cline, 1969a e 1969b).  

 

O defeito mais comum dos neutrófilos é causado pela quimioterapia anti-

neoplásica. Neutrófilos deficientes em atividade candidacida foram observados 

em pacientes submetidos à quimioterapia contra câncer metastático e 

transplantados renais que foram tratados com drogas imunossupresivas 

(Lehrer e Cline, 1971; Lehrer, 1972). 

 

Defeito nas células mediadoras de resposta imune tem sido associado 

com a ocorrência de candidíase mucocutânea (Hitzig, 1968; Montes et al., 

1968). Burford-Mason et al. (1987) sugerem que uma resposta imune celular 

protege contra candidíase mucocutânea e sistêmica e que a resposta imune 

defeituosa contra candidíase mucocutânea não implica na falta de proteção 

contra propagação da candidíase sistêmica.  
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1.5.1.2.2- Imunidade Humoral 

 

Imunoglobulinas apresentam um papel muito pequeno, se algum, na 

proteção contra candidíase, o que não ocorre em pacientes com deficiências 

específicas nas imunoglobulinas (Hermans e Wilson, 1980).  A sugestão de 

que a imunoglobulina G (IgG) contém opsoninas efetivas para C. albicans é 

controversa (Smith, 1985). Kagaya e Fukasawa (1981) relataram que a adição 

de um anticorpo específico de coelho em um sistema “in vitro” contendo C. 

albicans e neutrófilos não aumentou a proporção de fagocitose ou morte. La 

Force et al. (1975) mostraram que soros de pacientes com candidíase 

disseminada inibiram a fagocitose de C. albicans por neutrófilos humanos. 

Estes autores sugerem que este efeito foi devido  a presença de  alto títulos de 

anticorpos anti-Candida que são prevalentes em pacientes que sofrem de 

candidíase sistêmica ou mucocutânea. Inversamente, Diamond et al. (1978) 

relataram aumento da fagocitose de Candida por neutrófilos humanos em soro 

normal devido a opsonização de baixos níveis de anticorpos IgG anti-Candida. 

Diamond et al. (1978) investigaram os mecanismos envolvidos no 

reconhecimento e no dano da C. albicans por neutrófilos na falta do soro. Eles 

concluíram que Candida contém uma molécula na sua superfície que é 

reconhecida por receptores de neutrófilos. Consequentemente, o dano causado 

pelos neutrófilos na Candida ocorre primariamente pelos mecanismos 

oxidativos. 

  

Outro papel sugerido às imunoglobulinas no controle da Candida é a 

interferência com a aderência do microrganismo. Epstein et al., (1982) 

demonstraram que anticorpos IgA anti-Candida  presentes na saliva podem 

inibir a aderência da Candida na mucosa oral. Estes autores concluíram que a 

inibição da aderência por anticorpos existe, mas é menos marcante na relação 

Candida/hopedeiro. 

 

Lehrer e Cline (1969) mostraram que a atividade candidacida do sangue 

é atribuída aos leucócitos porque o plasma ou o soro não eliminam a C. 
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albicans, apesar do fato de conterem anticorpos e componentes de 

complemento. Por outro lado, Moreli e Rosemberg (1971) mostraram que a 

fagocitose da C. albicans pelos leucócitos do sangue de camundongos foi 

aumentada pelo sistema de complemento. Eles também mostraram que a 

fagocitose desta levedura foi aumentada por um anti-soro específico. 

Camundongos com deficiência no sistema de complemento têm resistência 

menor às infecções por Candida. Humanos com deficiência hereditária em C2 

do sistema complemento apresentaram deficiência na fagocitose de Candida 

(Meuwissen et al., 1982). Lyon et al. (1986) utilizaram camundongos 

congênitos, deficientes ou não de componente C5 e observaram que o C5 é 

importante, mas não essencial na defesa contra C. albicans. Kozel et al. (1987) 

mostraram que a ativação da cascata de complemento é um evento importante 

na patogenicidade causada por C. albicans e Criptococccus neoformans. Eles 

sugeriram que a via alternativa do complemento é o mecanismo primário para 

ativação e ligação de fragmentos de C3 à Candida albicans e que a ligação do 

C3 nas leveduras está envolvida com ligações éster e amino.  

 

Resultados da ação de macrófagos sobre Candida são limitados e 

contraditórios. Kagaya e Fukasawa (1981) investigaram a fagocitose e a 

atividade intracelular de fagócitos normais de camundongos contra C. albicans. 

Os autores relataram que a viabilidade das células que foram fagocitadas por 

leucócitos de sangue periférico de camundongos e as de macrófagos 

peritoniais têm a mesma proporção. Estes resultados sugerem que os 

macrófagos peritoniais, fatores associados com a via alternativa do 

complemento e os macrófagos ativados por linfocinas têm papel importante na 

proteção de camundongos contra candidíase (Kagaya e Fukasawa, 1981). 

Lehrer et al. (1977) e Peterson e Caldrone (1977) consolidaram o papel dos 

macrófagos no controle da infecção por Candida mostrando que eles podem 

matar as células de C. albicans fagocitadas na mesma intensidade que os 

neutrófilos humanos. Contudo, Stanley e Hurley (1969) e Ozato e Uesaka 

(1974) encontraram macrófagos que apenas tinham uma atividade fungistática 

transiente.  Estes resultados contraditórios podem ser pelo fato de que Lehrer 

et al. (1977) utilizaram macrófagos alveolares e os outros utilizaram 



 

 

19 

 

macrófagos peritoniais.  É sabido que macrófagos peritoniais residentes têm 

metade da efetividade do que os macrófagos alveolares (Edwards et al., 1978). 

Taschdjian et al., (1971) examinaram tecidos de pacientes com candidíase 

sistêmica e encontraram células de Candida com a parede celular alterada com 

os macrófagos teciduais e células reticuloendoteliais sésseis em todo corpo 

sugerindo ingestão. 

 

 

1.5.2.-Barreiras anatômicas. 

 

1.5.2.1.- Fatores químicos e mecânicos. 

 

Fatores químicos como ácidos graxos voláteis e ácidos biliares 

presentes no ambiente gastrointestinal são relatados como fatores importantes 

na proteção de infecção por Candida por interferir na associação entre levedura 

e mucosa (Kennedy e Volz, 1985). Os fatores que danificam a integridade da 

pele ou mucosa do hospedeiro geram condições predisponentes à infecções 

microbianas, incluindo as causadas por Candida. Contudo, não apenas os 

fatores que danificam a integridade destas barreiras são responsáveis pela 

predisposição a estas infecções. Pacientes que não possuem ou apresentam 

as defesas secundárias prejudicadas têm maior predisposição à doença 

disseminada (Wolfson et al., 1985). Pacientes que sofreram queimaduras, 

submetidos à antibioticoterapia, imunossuprimidos com uso de cateteres 

intravenosos ou hiperalimentação estão sujeitos à infecção disseminada por 

Candida (Law et al., 1972; MacMillan et al., 1972). 

 

A pele pode se tornar porta de entrada para uma infecção potencial nas 

seguintes circunstâncias: quando a barreira superficial de queratina é 

destruída, quando é submetida a um trauma ou pela introdução de algum 

material externo, como, por exemplo, um catéter intravascular (Collins et al., 

1968); pela administração de antibióticoterapia de amplo espectro que altera a 
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flora normal tornando-se ambiente propício para a interferência bacteriana 

(Carlisle et al., 1978; Dennis et al., 1980; Gartenberg et al., 1978; Keys et al., 

1978). 

  

Danos na mucosa são atribuídos à quimioterapias com agentes 

imunossupressivos e tratamento com irradiação, tornando-se fatores 

predisponentes à infecção por Candida (Tattersall, 1975; Silverman et al., 

1984). 

 

1.5.2.2.- Proteção oferecida pela flora normal. 

 

 A importância da flora normal na proteção do hospedeiro contra a 

invasão de patógenos se tornou aparente em 1950 com o uso de antibióticos 

de amplo espectro como, por exemplo, as tetraciclinas. Estudos mostraram que 

pacientes submetidos à antibioticoterapia apresentavam aumento da incidência 

nas culturas positivas por Candida na nasofaringe, escarro e fezes (Lipnik et 

al., 1952; Meads et al., 1951). Vários relatos de casos exemplificam a 

associação entre infecções de Candida e utilização de antibióticos (Kennedy e 

Volz, 1983; Seelig, 1968). No geral, estes trabalhos concluem que pacientes 

que foram submetidos à antibióticoterapia por longos períodos tinham o 

número de certas espécies da flora normal do trato gastrintestinal reduzidas, 

levando à ruptura dos mecanismos regulatórios normais. Assim, patógenos 

oportunistas, incluindo Candida, podem aumentar a aderência, a colonização e 

a disseminação no trato gastrointestinal (Sutter e Finegold, 1974). 

 

 

1.6- Patogenicidade 

 

O padrão da patogenicidade das infecções causadas por Candida está 

relacionado à combinação de fatores, entre eles, aderência/crescimento/ 

produção de toxinas e aderência/penetração/crescimento. A patogenicidade 
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envolve aderência e multiplicação da levedura na superfície das mucosas, com 

filamentação e formação do tubo germinativo no caso de Candida albicans 

(Liljemark e Gibbons, 1973; Howlett e Squire, 1980; Marrie e Costerton, 1981). 

Também, por produção de enzimas (fosfolipases e proteinases), por dano 

tecidual, penetração e resposta inflamatória nos tecidos subjacentes (Odd e 

Evans, 1980; Montes e Wilborn, 1968; Cawson e Rajasingham, 1972). Isto 

pode culminar, ocasionalmente, em colonização sistêmica, dependendo do 

estado imunológico do hospedeiro e da atividade proliferativa das células de 

Candida, danificando o tecido hospedeiro e causando infecção (Garber, 1960). 

 

Uma vez a Candida estabelecida na superfície da mucosa e no processo 

de penetração pela camada de células epiteliais, a levedura encontra a 

membrana basal. Esta membrana atua como um filtro e pode impedir a 

infecção, mas com a sua integridade funcional alterada devido a algum 

processo de inflamação ou por um dano epitelial, as células de Candida entram 

em contato com o sistema de defesa do hospedeiro (fluidos do tecido, sistema 

linfático e células fagocíticas) (Odds, 1979; Odd e Evans, 1980, Diamond et al., 

1978; Ishikawa et al., 1972; Iannini et al., 1977; Stone et al., 1974). Se o fungo 

conseguir superar as células fagocíticas, uma micose sistêmica pode se 

desenvolver (Borg e Ruchel, 1988). 

 

1.7- Métodos diagnósticos em candidemia. 

 

A incidência da candidíase invasiva tem aumentado nas últimas décadas 

(Vanden Bergh et al., 1999; Walsh e Chanock 1998). O diagnóstico precoce 

desta doença tem sido extremamente difícil porque os sinais e sintomas 

clínicos não são específicos, o que leva ao retardo no diagnóstico e, 

conseqüentemente, ao retardo na terapia antifúngica mais apropriada. Com 

freqüência, as técnicas microbiológicas tradicionais para diagnóstico da 

candidíase invasiva falham em detectar a doença, sendo imprescindível 

recorrer a múltiplas coletas de sangue para que se tenha chance de obter 

cultura, uma vez que a fungemia é transiente. Além disso, o uso de técnicas 

invasivas diagnóstico-específicas para estudos histopatológicos não é 
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recomendado, pois, na maioria das vezes, os pacientes apresentam condições 

críticas devido ao fato de estarem imunocomprometidos.  

 

Esforços para desenvolver testes diagnósticos rápidos têm estimulado o 

desenvolvimento de alguns métodos sorológicos para o diagnóstico de 

infecções por Candida. Contudo, a detecção de anticorpos em pacientes com 

candidemia é de utilidade limitada por duas razões. Primeiro, a colonização por 

espécies de Candida do trato gastrointestinal ou outros sítios podem resultar 

em formação de anticorpos em indivíduos não infectados. Segundo, pacientes 

imunocomprometidos podem não apresentar resposta anticórpica, mesmo 

quando estes apresentam infecção profunda causada por Candida spp. 

 

Sendo a candidemia de difícil diagnóstico e causa significativa de 

morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados (Bodey, 1966; Bodey, 

1984; Horn et al., 1985; Wey et al., 1988; Brooks, 1989; Komshian et al., 1989; 

beck-sague et al., 1990, Diekema et al., 2002; Hajjeh et al., 2004), métodos de 

diagnósticos não baseados em culturas têm sido desenvolvidos buscando-se 

agilidade e maior sensibilidade do diagnóstico e propiciando o início rápido de 

terapêutica (Cerikcioglu et al., 2004) assim como para um melhor entendimento 

dos aspectos epidemiológicos da infecção (Al-Jasser & Elkhizzi, 2004). 

 

Vários métodos são utilizados para o diagnóstico das candidemias, cada 

qual com diferentes tempos para a realização, bem como diferentes 

percentagens de sensibilidade e especificidade na detecção destes patógenos 

(Ahmad et al., 2002). Os métodos micológicos tradicionais de cultura, sorologia 

e estudos morfológicos vêm sendo enriquecidos com as novas aplicações 

moleculares (Pfaller, 1995) tais como a técnica de PCR e suas variáveis: RAPD 

(Random Amplification of Polymorphic DNA), Nested e Seminested PCR 

(Ahmad et al., 2002), PCR-enzyme immunoassay (PCR-EIA) (Ahmad et al., 

2004) e a técnica de seqüenciamento de DNA (Wahyuningsih et al., 2000; 

Tamura et al., 2001; Ahmad et al., 2002; Chibana & Mikami 2003). Pode-se 

citar, ainda, como método diagnóstico em candidemias a detecção de 

anticorpos anti-Candida; detecção de antígenos de Candida (Reiss & Morrison, 
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1993; Herent et al., 1992). A detecção de antígenos circulantes apresenta baixa 

sensibilidade e especificidade, de modo que o diagnóstico pode ser demorado. 

Em muitos casos, este só é obtido na necrópsia. Métodos diagnósticos usando 

a detecção antígeno e anticorpo possuem baixa sensibilidade e especificidade 

(Van-Deventer et al., 1994). A produção de anticorpos em pacientes 

imunocomprometidos pode ser variável complicando o diagnóstico (Zöller et al., 

1991). Outros métodos incluem a detecção de manoses e outros componentes 

da parede celular (1-3-ß-D-Glucan) (Obayashi et al., 1995). 

 

 

1.7.1 - Diagnóstico de candidemia por hemocultura 

 

Existem vários sistemas de hemocultura para detectar a presença de 

Candida, entre eles o sistema de cultura em meio bifásico, e mais 

recentemente os sistemas de lise centrifugação e radiométrico (BACTEC) 

(Bodey, 1993). Pereira (1977) relatou, em hospital terciário de ensino localizado 

em São Paulo, o aumento da participação de espécies de leveduras entre 

microrganismos responsáveis por infecções na corrente sanguínea de 1,9% 

para 6,4% (p=0,001), quando comparados os períodos prévios e posteriores à 

implantação de testes automatizados em hemoculturas.  

 

A utilização de sistemas automatizados em culturas de sangue foi um 

dos grandes avanços na investigação da candidemia durante as duas últimas  

décadas (Bodey, 1993). Através dele a detecção de Candida spp depende de 

algumas variáveis como o volume de sangue, condições do meio e atmosfera, 

concentrações desse patógeno dentro da corrente sanguínea, bem como a 

espécie (por exemplo: C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis tendem a ser 

detectadas com maior antecedência do que C. krusei e C. glabrata).  

 

A hemocultura é o método básico no diagnóstico da candidemia 

(Tarrand et al., 1991; Brawner et al., 1992; Hellinger et al., 1995; Saito et al., 

2003), no entanto, nesses pacientes, muitas vezes é difícil detectar C. albicans, 

pois uma possível inibição de seu crescimento pode ocorrer devido a diversos 
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fatores, tais como o uso prévio de antifúngicos e condições de temperatura 

inadequadas (Meunier e Klastersky, 1988). 

 

Avanços em métodos de hemoculturas têm aperfeiçoado a detecção de 

fungemias, no entanto, a rotina para culturas de sangue é pouco sensível, 

podendo levar vários dias até apresentar resultados positivos. O sistema 

“Isolator”, de lise centrifugação, que libera fungos de leucócitos, produz um 

sedimento que é plaqueado em cinco diferentes meios de cultura (Telenti et al., 

1991), apresentando vantagens sobre outros métodos, pois reduz o tempo 

entre a inoculação e a detecção do crescimento (Telenti & Roberts, 1989). Sua 

utilização em estudo de casos de pacientes de alto risco gerou a média de 2,1 

dias para detecção de candidíases disseminadas em culturas de sangue 

(Talenti et al., 1991). 

 

Também deve ser considerado que pacientes crônicos, com candidíase 

disseminada, apresentando lesões hepáticas, têm uma baixa frequência de 

culturas de sangue positivas. Thaler et al., (1988) pesquisando a literatura 

encontraram apenas cinco pacientes com culturas de sangue positivas entre 60 

casos de candidíase hepática e, em oito pacientes com candidíase 

apresentando lesões hepáticas tratados no “National Cancer Institute” entre 

1982 e 1985, apenas dois casos (25%) das culturas de sangue foram positivas. 

 

O isolamento de espécies de Candida em culturas de amostras de 

sangue nem sempre podem ser indicativo de infecção disseminada, embora 

isso indique cada vez mais que a candidemia benigna é um evento raro, 

especialmente em hospedeiros imunocomprometidos (Meunier-Carpinter et al., 

1981). Ainda segundo esses autores, somente numa pequena proporção de 

pacientes colonizados por espécies de Candida ocorrem infecções 

hematógenas. A colonização por C. tropicalis é uma exceção, uma vez que 

mais de 50% desses pacientes desenvolvem candidíase no sangue. 

 

A dificuldade em se diagnosticar candidíase disseminada pré-mortem, 

conduz muitos pacientes terminais a não receberem terapia antifúngica já que 

técnicas de cultura não têm sido suficientes para identificar candidíase 
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sistêmicas nestes pacientes. Assim, outras técnicas como as sorológicas e 

métodos enzimáticos têm ajudado na detecção de anticorpos ou antígenos 

circulantes (Bodey, 1993). Benjamin et al., (2004), conduziram estudo para 

quantificar a mortalidade associada com hemoculturas positivas e detectaram 

que candidemia (e também bacteremia por Gram-negativas) estavam 

associadas com o aumento da mortalidade hospitalar. 

 

Embora a hemocultura seja considerada a técnica “padrão ouro” no 

diagnóstico de candidemias, o resultado pode permanecer como negativo 

apesar da disseminação de Candida spp. em órgãos internos (Geha & Roberts, 

1994). Tal ocorrência somada ao fato de que os sinais e sintomas desta 

doença não são específicos dificulta o diagnóstico de candidíase disseminada 

(Rand et al., 1994).  

 

O sistema automatizado de hemoculturas rotineiramente utilizado como 

ferramenta diagnóstica falha na detecção das leveduras em até 65% (Borst et 

al., 2001) ou necessita de tempo de incubação prolongada ou subcultura de 

hemoculturas com resultado negativo, antes que o crescimento da levedura 

seja detectado (Maksymiuk et al., 1984; Shigei et al., 1995; Tinghitella & 

Lamagdeleine, 1995). Isso pode ocorrer em função da presença de 

antifúngicos no sangue do paciente ou baixo número de microrganismos ou até 

mesmo devido ao uso incorreto do meio mais apropriado para o crescimento da 

levedura, já que devido ao preço, muitos laboratórios usam somente a garrafa 

de hemocultura padrão (Fricker-Hidalgo et al.,1998). 

 

 

1.7.2- Diagnóstico sorológico. 

 

  

Além dos testes convencionais de detecção de anticorpos, a detecção direta 

de antígenos de espécies de Candida tem se mostrado pouco eficaz em 

testes para o diagnóstico precoce da doença. Os testes de detecção de 

antígenos, realizados antes de 1990, têm sido analisados e confirmados 
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extensivamente em vários laboratórios (de Repentigny, 1992; de Repentigny 

e Reiss, 1984; Reiss e Morrison, 1993). Testes como o Cand-Tec de 

aglutinação em látex (Ranco Laboratories, Houston, Texas) que foi o 

primeiro teste de detecção de antígenos comercialmente usado (Bailey et al., 

1985; Lemieux et al., 1990) apresenta variações quanto à sensibilidade e 

especificidade entre os laboratórios (Bailey et al., 1985; Battafarano et al., 

1991; de Lozier et al., 1987; Phillips et al., 1990). Resultados falso-positivos 

devido ao fator reumatóide foram observados, o que dificultava o diagnóstico 

dos pacientes e, conseqüentemente, o tratamento (Burnie e Williams, 1985). 

Recentemente, um novo ensaio de aglutinação em látex de antígenos de 

Candida, o Cand-Tec microtiter system (Cand-Tec MT, Ranço Japan, Japan) 

é capaz de expressar, através de uma análise colorimétrica, os níveis de 

antígenos de Candida spp. expressos com valor do índice de “cutoff” das 

amostras. Este ensaio demonstrou ser mais específico e sensível em 

pacientes imunocomprometidos do que o Cand-tec original. Pode ser usado 

para o monitoramento do curso clínico de pacientes suspeitos de terem 

infecção hematológica por Candida spp, para diagnóstico precoce e para 

avaliação precisa dos efeitos terapêuticos de pacientes com candidíase 

sistêmica (Misaki et al., 2003). [Cand-Tec (1:2) = sensibilidade de 80%, 

especificidade 79%, Cand-Tec (1:4) = sensibilidade de 60%, especificidade 

97% e Cand-Tec MT (infecçcão por Candida  1.0) = sensibilidade de 100% 

e especificidade de 87% (Misaki et al., 2003)]. 

 

Outros antígenos-alvo incluem o antígeno protéico citoplasmático de 47 kDa 

(Matthews e Burnie, 1988) e o antígeno de 48 kDa (Franklyn et al., 1990; 

Mason et al., 1989) de espécies de Candida. O antígeno de 48 kDa que foi 

reconhecido como enolase (Franklyn et al., 1990; Mason et al., 1989) é um 

novo marcador para diagnóstico de candidíase invasiva (Hamilton, 1998; 

Mitsutake et al., 1996; Walsh et al., 1991). A antigenemia por enolase foi 

detectada em pacientes com candidemia, onde o antígeno não está presente 

naqueles que apresentam colonização superficial por Candida e naqueles 

que não apresentam evidências de candidíases (Mitsutake et al., 1996). 

Ballantyne e Warmington, (2000), conseguiram detectar enolase das 



 

 

27 

 

principais espécies de Candida de importância médica: C. albicans, C. 

tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. lusitanea. 

 

Outra estratégia de investigação é a detecção de -(1-3)-D-glucana, 

componente da parede celular da Candida. Altas concentrações de -(1-3)-

D- glucana têm sido detectadas em coelhos que apresentavam candidíase 

induzida experimentalmente (Miyasaki et al., 1992) e em pacientes com 

candidíase invasiva (Miyasaki et al., 1995).  

A detecção de manana (mananemia) para o diagnóstico de candidíase 

sistêmica foi sugerida há décadas por Weiner e Coats-Stephen (1979) e 

agora ele é um dos antígenos mais estudados em pacientes com 

candidíase. Estudos têm mostrado a correlação entre manana detectada e 

tecidos invadidos por Candida spp. em pacientes com candidemia. Contudo, 

no passado, o uso de inúmeras técnicas para detecção de manana não 

resultou em algum teste eficiente, pois todas apresentavam baixa 

sensibilidade e/ou especificidade (de Repentigny, 1992; de Repentigny e 

Reiss, 1984; Latge, 1995; Martins et al., 1995). Bournaux et al. (1990) 

calcularam que o ensaio para detecção de manana para diagnóstico de 

candidíase disseminada apresentava sensibilidade de 29% e especificidade 

de 97%. Tentativas de aperfeiçoar a detecção imunológica de manana 

envolvem a dissociação de imunecomplexos pelo aquecimento do soro 

antes da realização do teste, o uso de um teste que seja mais sensível e o 

uso de anticorpos monoclonais que reagem com epítopos definidos (Herent 

et al., 1992; Jacquinot et al., 1998; Reiss et al., 1982).  

 

Alguns anticorpos monoclonais têm sido caracterizados e utilizados em 

ensaios de imunodiagnóstico. O "AF1" é um dos anticorpos monoclonais que 

reconhecem uma porção oligossacarídica de um número de manoproteínas 

de diferentes espécies patogênicas de Candida, com exceção da C. krusei 

(De Bernardis et al., 1993; Girmenia et al., 1997; Girmenia et al., 1996). 

Outro anticorpo monoclonal, 3H8, é uma IgG1 que reconhece apenas 

manoproteínas de alta massa molecular, presente na parede celular da C. 
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albicans, mas não nas outras espécies de Candida (Marcilla et al., 1999). 

Outro anticorpo monoclonal, EB-CA1, para casos em que diferentes 

espécies de Candida possuem a porção do epítopo EB-CA1 distribuído nas 

mananas e manoproteínas de C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. 

krusei (Jacquinot et al., 1998). Dois ensaios usam este anticorpo 

monoclonal, Pastorex Candida latex aglutination test (Bio-Rad) e Platelia 

Candida Antigen test (Double-sandwich enzyme immunoassay (EIA) - Bio-

Rad) (Sendid et al., 1999). Embora a especificidade destes dois testes seja 

similar, o EIA é mais sensível do que o teste de aglutinação por látex 

(Sendid et al., 1999). Estudos recentes mostraram que testes repetidos de 

soros de pacientes de alto risco com  testes, Platelia Candida antigen test e 

dois testes para anticorpos contra manana da C. albicans puderam 

identificar mais pacientes infectados do que apenas o teste de detecção de 

antígenos (Yera et al., 2001).  

 

Apesar de se tentar aperfeiçoar a detecção de manana para 

imunodiagnóstico, na maioria dos ensaios, como o teste de aglutinação por 

látex Pastorex, a técnica apresenta baixa sensibilidade, devido ao rápido 

“clearence” do antígeno do soro do paciente, especialmente quando apenas 

uma única amostra de soro é testada no período da suspeita clínica da 

infecção. No estudo realizado por Sendid et al., (1999), manana foi 

detectada em 40% dos pacientes, com análise de múltiplas amostras de 

soros, e em 11% de pacientes, quando apenas uma única amostra de soro 

foi analisada. Portanto, a repetição das amostras de soros é essencial para 

aperfeiçoar a sensibilidade de detecção de manana de Candida.  

Estudos recentes têm sugerido que a detecção combinada do antígeno 

manana e de anticorpos anti-manana apresentam uma melhora considerável 

no diagnóstico da candidemia. Fasahat et al., (2007), testaram soros de 

pacientes com candidemia para detecção do antígeno manana e de 

anticorpos contra o antígeno manana e determinaram sensibilidade de 41% 

e 47%, respectivamente. Quando utilizaram os dois testes, nos mesmos 

soros testados, conseguiram aumentar a sensibilidade para 75%. Sendid et 

al., (2003), demonstraram que independentemente das espécies de Candida 
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causadora da doença, o uso da detecção combinada do antígeno manana e 

de anticorpos anti-manana em pacientes com candidemia apresentou 

sensibilidade maior que 80%. Fasahat et al.   (2007) realizaram estudo 

comparando o valor diagnóstico do antígeno (1-3)-β-D-glucana em 

comparação com antígeno manana pelo método de EIA (Enzimatic immuno 

assay) em soro de pacientes com cultura positiva para candidemia e 

observaram que a combinação dos dois testes aumentou a sensibilidade 

para 56% quando comparado aos testes isolados. Mitsutake et al.(1996) 

compararam a especificidade e sensibilidade dos antígenos enolase, 

manana, (1-3)-β-D-glucana e Cand-Tec no diagnóstico de 39 pacientes com 

candidemia e eles sugeriram que a combinação de pelo menos dois testes 

aumentou significantemente a precisão do diagnóstico da candidemia. 

Estudos sugerem que o uso combinado das técnicas de detecção do 

antígeno manana e de (1-3)-β-D-glucana pode ser útil para eliminar os 

resultados falso-positivos que podem ocorrer em pacientes submetidos à 

hemodiálise ou pacientes internados em centros de terapia intensiva que 

podem também estar colonizados com espécies de Candida (Kanda et al., 

2001; Upton et al., 2006). 

 

 

 

1.7.3.- Diagnóstico de candidemia pela Reação de Polimerização em 

Cadeia - PCR 

 

O desenvolvimento de métodos utilizando o DNA para a detecção de 

espécies de Candida mostra-se como um meio adicional e potencialmente mais 

sensível no diagnóstico de candidíase disseminada (Fujita et al., 1995). 

Seqüências genômicas podem ser específicas para fungos e distintas daquelas 

de células de mamíferos e de bactérias.  Assim a tecnologia do PCR (Saiki et 

al., 1988) foi adaptada para amplificar DNA de Candida spp. facilitando sua 

detecção (Miyakawa et al., 1992; Holmes et al., 1994; Crampin e Matthews, 

1993; Ellepola et al., 2003; Cerikcioglu et al., 2004). 
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  Sabe-se que em fungemias apenas 1 a 10 unidades formadoras de 

colônias (UFC) por mL de sangue podem estar presentes, o que pode dificultar 

o diagnóstico. Esse fato evidencia porque métodos diagnósticos 

biomoleculares como o da amplificação de DNA são cada vez mais utilizados. 

Vários grupos têm publicado bons resultados utilizando a PCR com DNA 

isolado de sangue total para a detecção de candidemias (Klan e Mustafa, 2001; 

Borst et al., 2001; Ahmad et al., 2004). O uso de testes baseados em PCR para 

detectar DNA de C. albicans em fluídos corporais produziram resultados 

encorajadores na investigação de espécies de Candida em amostras clínicas 

de pacientes (Buchman et al., 1990; Hopfer et al., 1993). A técnica de PCR é 

ideal na detecção de leveduras mesmo quando estas ocorrem em baixas 

concentrações e em pequenos volumes de sangue (Jordan, 1994). 

 

Os genes que codificam rDNA no genoma dos fungos têm recebido 

considerável atenção em estudos filogenéticos e investigações epidemiológicas 

moleculares (Sogin & Gunderson, 1987). Muitos pesquisadores têm utilizado 

sequências altamente conservadas como genes rRNA (Hopfer et al., 1993; 

Niesters et al., 1993) ou genes das proteínas do choque térmico HSP90 

(Crampin & Matthews, 1993), como DNA alvo para amplificação. Em algumas 

dessas técnicas é requerido trabalho intensivo na preparação das amostras, 

além de enzimas caras e extração do DNA de Candida com álcool/clorofórmio 

para purificar o DNA antes da amplificação por PCR (Buchman et al., 1990; 

Fujita et al., 1995). Como a sensibilidade e a especificidade têm sido variáveis 

(Buchman et al., 1990; Fujita et al., 1995; Miyakawa et al., 1993) é importante 

coletar amostras clínicas de pacientes com risco elevado para candidemia, 

reduzindo-se os resultados falsos positivos (Miyakawa et al., 1993). 

 

Segundo alguns autores, a detecção de C. albicans recuperadas de 

amostras clínicas, mesmo após amplificação por PCR, pode apresentar 

problemas de sensibilidade (Crampin & Matthews, 1993; Buchman et al., 1990; 

Flahaut et al., 1998), particularmente quando o DNA é recuperado do sangue 

(Holmes et al., 1994; Miyakawa et al., 1993). Para Erlich et al., (1991), a 

metodologia da PCR pode levar ao aumento da sensibilidade e especificidade 
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na detecção de candidemias. Stevens (2002) cita a realização de estudo sobre 

candidemia utilizando a técnica de PCR com 100% de sensibilidade. 

 

Métodos moleculares que visam a identificação de sequências 

específicas para espécies de Candida e, assim, permitir a sua identificação, 

tambem têm sido relatados. Nestes procedimentos, fragmentos genômicos de 

DNA fúngico são amplificados e testados com oligonucleotídeos especificos, 

permitindo identificar espécies comuns como C. albicans, C. glabrata, C. 

parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei e C. Lusitaniae. 
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2- Justificativa 

 

Nas candidemias, cerca de 50% das infecções são causadas por espécies 

não-albicans, sendo as mais comuns a C. glabrata, C. parapsilosis, C. 

tropicalis e C. krusei. Desde os anos 80, a C. parapsilosis apresenta-se 

como um importante patógeno hospitalar responsável pelas fungemias, com 

7 a 15% das ocorrências. A sua ocorrência ainda é maior em crianças e 

recém-nascidos prematuros internados em unidades de terapia intensiva 

onde a prevalência é de 17 a 50%. A C. tropicalis é relatada como o 

segundo ou terceiro agente etiológico mais comum de candidemia em 

pacientes com neoplasias, sendo sua freqüência maior em leucêmicos e 

menor em pacientes com tumores sólidos. C. glabrata surge como um 

importante patógeno hospitalar, constituindo-se na segunda ou terceira 

espécie mais comum na maioria das séries de candidemia relatada nos 

Estados Unidos da América e Europa. C. krusei tem se mostrado como um 

patógeno hospitalar ocasional, particularmente em pacientes portadores de 

doenças hematológicas malignas e/ou submetidos a transplantes de medula 

óssea. 

O diagnóstico precoce de candidemia tem sido extremamente difícil, porque 

os sinais e sintomas clínicos não são específicos, o que leva ao retardo no 

diagnóstico e, conseqüentemente, ao atraso na terapia antifúngica mais 

apropriada, podendo levar à morte do paciente. Em nosso meio, as 

candidíases mais freqüentes por Candida não-albicans são devido à C. 

albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis.   

Com o objetivo de padronizar um teste que apresente boa sensibilidade e  

especificidade para detecção de antígeno circulante de espécies de 

Candida, com interesse clínico, em soros de pacientes imunossuprimidos e 

possibilitar um diagnóstico precoce de candidemia causadas por estas 

espécies, pretendemos padronizar a técnica de "ELISA de inibição" para 

detectar um antígeno comum para as Candida de interesse em nosso meio 

(C., albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis) para pesquisar sua presença em 

soros de pacientes e poder viabilizar tratamento adequado antes da 

disseminação da doença.  
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2.1- Objetivos específicos 

 

2.1.1-   Identificar um antígeno comum presente em C. albicans, C. tropicalis e  

C. parapsilosis; 

 

2.1.2-  Desenvolver modelos experimentais de candidemia para detecção de 

antígenos circulantes de Candida spp. pela técnica de inh-ELISA, utilizando 

anticorpos policlonais e monoclonais; 

 

2.1.3-  Padronizar a técnica de ELISA de inibição para diagnóstico de 

candidemia, por meio de detecção de antígeno circulante (molécula de 65 kDa) 

em soros de pacientes internados em UTI e suspeitos de candidemia; 

 

2.1.4-   Verificar a dinâmica desse antígeno em diferentes períodos da 

internação do paciente; 

 

2.1.5-   Testar uma possível atividade biológica da molécula de 65 kD; 

 

2.1.6-   Localizar a glicoproteína de 65 kDa em células de C. albicans (ATCC) 

por imunomarcação pela técnica de imunofluorescência e microscopia 

eletrônica, utilizando anticorpo monoclonal contra esta glicoproteína; 
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3.  Material e Métodos 

 

 3.1. isolados de Candida spp. 

   

 Os isolados Candida albicans (ATCC 90028), Candida parapsilosis 

(ATCC 22019), Candida tropicalis (ATCC 750) e Candida glabrata (ATCC 

90030) foram selecionados para este estudo e  mantidos em ágar Sabouraud, 

a temperatura ambiente e repicados a cada mês para manutenção. 

  

 

 3.2. Produção de antígeno bruto de Candida albicans, C. 

parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata e antígenos brutos de fungos 

heterólogos. 

 

3.2.1. Condições de cultura. 

 

 Culturas de Candida spp. foram repicadas para vários tubos de ágar 

Sabouraud e cultivadas a 37 ºC, por 3 dias. O crescimento fúngico total de pelo 

menos 10 tubos foi transferido, com auxílio de alça de platina, para frascos tipo 

Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de caldo Sabouraud e cultivado 

durante 3 dias, sob agitação constante, a 50 rpm, a 37 C, em incubador (Ética 

equipamentos científicos, modelo 430). A seguir, esse pré-inóculo foi 

transferido, no fluxo laminar, para frasco tipo “Fernbach”, com capacidade para 

2.800 mL, contendo 450 mL de  caldo Sabouraud  e cultivado por  7 dias, sob 

as mesmas condições descritas para o pré-inóculo. Depois de constatada a 

não contaminação e a concentração de 106 células/ml  de meio de cultura, as 

culturas foram mortas pela a adição de mertiolato de sódio (0,2g/L), por 24 

horas, a 4ºC. A seguir, as células foram separadas do fluído sobrenadante pela 

filtração em papel de filtro. O filtrado foi concentrado 20 vezes, por evaporação 

a vácuo, a 40C e dialisado contra água destilada, a 5 C, com várias trocas, 

por 48 horas. A seguir, o dialisado foi filtrado novamente e concentrado até o 

volume de 20 ml. A preparação final constituiu o antígeno bruto. 
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Os antígenos brutos de Histoplasma capsulatum, Aspergillus fumigatus e 

Paracoccidioides brasiliensis foram preparados como descrito por Smith and 

Goodman (1975), Biguet et al. (1964), and Camargo et al (2003), 

respectivamente. Antigenos brutos de Sporothrix schenckii e Trichosporum 

rubrum foram obtidos com descrito por  Camargo et al. para Paracoccidioides 

brasiliensis (2003). A dosagem proteica foi determinada pelo método de 

Bradford (3).  

 

3.2.2. Dosagem de proteínas 

 

              A concentração protéica dos antígenos brutos foi determinada pelo 

método de Bradford (1976) utilizando como padrão soro de albumina bovina 

(Sigma). 

 

 

  3. 3. Análise antigênica dos antígenos brutos de Candida spp. 

 

3.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil 

sulfato de sódio (SDS-PAGE) 

 

3. 3.1.1. Preparo do gel 

 

O gel para eletroforese vertical foi preparado segundo método descrito 

por Laemmli (1970), em cuba de eletroforese vertical para mini gel (GibcoBRL, 

modelo Mini 8.10), constando de um gel de separação linear a 10 % de 

acrilamida e um gel de empilhamento a 3 % de acrilamida polimerizado entre 2 

placas de vidro separadas por espaçadores com 0,75 mm de espessura. Um 

pente com 10 canaletas para molde foi utilizado para a aplicação das amostras. 

 

Os géis foram preparados a partir de soluções de reagentes nas 

seguintes proporções: 

Solução Estoque Gel de Separação 

(10 %) 

Gel de Empilhamento 

(3 %) 
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Acrilamida-Bisacrilamida 

(30 % : 0,8 %) 

3 mL 1,25 mL 

Tris 0,75 M, SDS 0,2% pH 8,8 4,5 mL --- 

Tris 0,25 M, SDS 0,2% pH 6,8 --- 2,5 mL 

Água Bidestilada 1,25 mL 1,25 mL 

Persulfato de Amônia a 10 % 90 L 50 L 

N,N,N’,N’-Tetrametilenodiamino 

(TEMED)  

4 L 4 L 

 

3.3.1.2- Preparo das amostras 

 

Volumes contendo 2 g em proteína das amostras foram suspensos 

individualmente em tampão de amostra (Tris-HCl 1 M, pH 6,8; 20 % de SDS; 

10 % de glicerol; 0,1 % de azul de bromofenol), adicionados de 2-

mercaptoetanol a 5 %, como agente redutor, no momento do uso. As amostras 

foram fervidas por 3 minutos e aplicadas nas canaletas do gel.  Paralelamente, 

padrão de peso molecular foi colocado em cada gel. O padrão de peso 

molecular utilizado é composto de uma mistura de proteínas com massas 

moleculares conhecidas (SIGMA) : 

 

* miosina (músculo de coelho) (205.000 Da);  

* - galactosidase (Escherichia coli) (116.000 Da); 

* fosforilase B (músculo de coelho) (97.000 Da);  

* albumina bovina (66.000 Da);  

* ovoalbumina (45.000 Da);  

* anidrase carbônica (eritrócitos bovinos) (29.000 Da)  

 

3.3.2.3. Condições da corrida eletroforética 

 

A corrida eletroforética foi feita a 25 mA até que o corante azul de 

bromofenol chegue até o fim do gel. O tampão de corrida utilizado foi Tris  

0,025 M; glicina 0,192 M; 0,1 % de SDS e pH final 8,3. 
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2.3.2.4. Coloração pela prata 

 

Após a corrida eletroforética, o gel foi lavado com água bidestilada e 

corado pela prata como descrito por Blum et al., (1987). Os géis foram 

incubados em solução fixadora (50% metanol e 12% ácido acético glacial) por 

duas horas, e lavados três vezes com uma solução de etanol 50% (v/v) durante 

20 minutos. Em seguida, foram incubados durante 1 minuto em uma solução 

de 0,02% tiossulfato de sódio, lavados rapidamente três vezes com água 

destilada e transferidos para uma solução de 0,2% nitrato de prata, contendo 

75 μl de formaldeído (37%). Após 20 minutos foram lavados três vezes com 

água destilada e incubados na solução reveladora (6% carbonato de sódio, 

0,05% formaldeído e 2% tiossulfato de sódio) até a visualização das bandas de 

proteína. A reação foi interrompida por incubação dos géis na solução fixadora 

(50% metanol e 12% ácido acético) por 20 minutos. 

 

3.4. Purificação da fração de 65 kDa de Candida albicans. 

 

 Para obtenção da molécula de peso molecular de 65 kDa de C. albicans 

o exoantígeno foi submetido à eletroforese em SDS-PAGE a 10 %. Volumes 

contendo 10 g de exoantígeno bruto foram suspensos em tampão de amostra 

(Tris-HCl 1 M, pH 6,8; 20 % de SDS; 10 % de glicerol; 0,1 % de azul de 

bromofenol) adicionados de 2-mercaptoetanol a 10 %,  e adicionados ao gel. 

Em paralelo, foi adicionado padrão de peso molecular. Após a corrida 

eletroforética, os géis foram corados em solução de cloreto de cobre 0,3M por 

10 minutos e descorados em água bidestilada, por 5 minutos. Sob superfície 

negra, a banda correspondente a proteína de 65 kDa foi cortada, colocada em 

membrana de diálise e eletroeluída em tampão de transferência (10 mM CAPS, 

10% metanol) a 150 mA, durante 1 hora. O produto da eletroeluição foi 

dialisado contra água bidestilada por 24 h e a concentração da proteína foi 

determinada pelo método de Bradford (1976).  
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3.5. Produção de anticorpos policlonais anti-gp65 de C. albicans em 

coelhos. 

 

Para obtenção de anticorpos policlonais anti-gp65 de C. albicans foram 

executadas 3 imunizações (2 subcutâneas e 1 intravenosa) em locais 

diferentes no dorso do animal (Oryctolagus cunniculus), de 3 meses de idade 

(adulto jovem), albino. Cada injeção consistia de 200 g da proteína purificada 

com intervalo de 15 dias cada e uma de 20 g por via endovenosa. Na primeira 

imunização, a proteína foi emulsificada em adjuvante de Freund completo; na 

segunda, em adjuvante de Freund incompleto; a terceira e última imunização 

foi endovenosa utilizando apenas proteína purificada. Após as imunizações, a 

titulação do soro foi verificada e quando o título de anticorpos determinado por 

imunodifusão fosse >1/64, o sangue do animal era retirado por punção 

cardíaca e o soro separado. Os anticorpos (IgG) foram purificados em coluna 

de Sepharose Proteina-A (ítem 3.9.4). 

 

3.6. Western blot 

 

 Géis para eletroforese vertical (SDS-PAGE) foram feitos e nas 

canaletas aplicadas individualmente 10 g dos antígenos brutos de C. albicans, 

C. parapsilosis e C. tropicalis. Após a corrida eletroforética, os géis foram 

colocados em contato com membrana de nitrocelulose (Millipore) e montados 

entre 3 folhas de papel de filtro, 2 esponjas embebidas em tampão de 

transferência e 2 suportes de acrílico. Em seguida, foi realizada a transferência 

empregando-se corrente de 150 mA durante 1 hora em uma cuba de 

eletroforese vertical (GibcoBRL, modelo Mini 8.10). Após o término da 

transferência, as membranas de nitrocelulose foram coradas com solução de 

Ponceau S (0,15%) por 5 minutos, sob agitação lenta, sendo depois 

descoradas em água destilada. Os padrões de peso molecular foram marcados 

com caneta e as canaletas  individualizadas. 

 

Os sítios livres da nitrocelulose foram bloqueados com Tampão Tris - 5% 

de leite desnatado,   por 2 horas, sob agitação lenta, à temperatura ambiente.  
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Após esta etapa, a membrana foi lavada 3 vezes em Tampão Tris, por 10 

minutos cada lavagem. A membrana  foi cortada em tiras nos locais 

previamente marcados e colocadas em  recipiente que contém várias 

canaletas, para reagir contra anticorpos policlonais de coelho anti-gp65, na 

diluição de 1:50. Os anticorpos foram diluídos em tampão Tris, por 1 hora, sob 

agitação lenta e à temperatura ambiente. Após esta etapa, as membranas de 

nitrocelulose foram lavadas 3 vezes com Tampão - Tris, por 10 minutos, cada 

lavagem. Em seguida, anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase (Sigma) 

foram acrescentados à membrana de nitrocelulose nas canaletas, diluídos a 

1:1000 em tampão Tris. As membranas foram  incubadas por 1 hora à 

temperatura ambiente, sob agitação lenta. Logo após, nova etapa de lavagens 

foram feitas e, então,  adicionado o substrato de acordo com a fórmula abaixo: 

 

 3,3-diaminobenzidina (DAB).......................5 mg 

 Tris-HCl 0,1 M, pH 7,4..............................50 mg 

 Peróxido de hidrogênio (H2O2) a 30 %.....  10 l 

  

Após o aparecimento das bandas a reação foi interrompida adicionando 

às membranas de nitrocelulose solução de ácido acético glacial a 10% ou  

água bidestilada.  

 

 

3.7. Modelo murino experimental de candidemia 

 

 

  Camundongos da linhagem Balb-C, com 2 a 3 semanas de idade 

foram tratados com ciclofosfamida (150 mg/kilo de animal) durante quatro dias 

consecutivos. Após tratamento, os camundongos foram inoculados com células 

vivas de C. albicans.  O crescimento fúngico foi ajustado para transmitância de 

0,6 D.O. a 530 nm.  Em seguida, 1 x 106 células em 100 μl foram   inoculadas 

por via endovenosa pela veia lateral da calda. O sangue dos camundongos foi 
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coletado após 24, 48, 72 e 96 horas de infecção e o soro analisado por ELISA 

de inibição para detecção de antígeno circulante.  

 

 

 3.8. Modelo de candidemia experimental em coelhos 

 

 

 Coelhos (Oryctolagus cunniculus), de 3 meses de idade (adulto jovem), 

albinos, foram tratados com ciclofosfamida (150 mg/kilo de animal) durante 

quatro dias consecultivos. Após tratamento, os coelhos foram inoculados com 

células vivas de C. albicans. O crescimento fúngico foi ajustado para 

transmitância de 0,6 D.O. a 530 nm. Então, 1 x 106 células em 100 μl foram 

inoculadas por via endovenosa pela veia lateral da orelha. Após a infecção, o 

sangue do coelho foi coletado, de 3 em 3 horas até a 12ª hora. Após as 12 

horas iniciais, o sangue foi coletado de 24 em 24 horas. Os soros foram 

analisados por ELISA de inibição para detecção de antígeno circulante (ítem 

3.12). 

 

 

3.9. Produção de anticorpos monoclonais anti-gp65 

 

3.9.1. Imunização dos camundongos  

  

 Para obtenção de anticorpos da classe IgG foram executadas 3 

imunizações (2 subcutâneas e 1 intraperitoneal) em 4 sítios diferentes (nas 

patas), cada uma de 20 g da proteína purificada, com intervalo de 15 dias 

cada. Na primeira imunização, a proteína foi emulsificada em adjuvante de 

Freund completo; na segunda, em adjuvante de Freund incompleto; a terceira e 

última imunização foi intraperitonial utilizando apenas a proteína purificada. 

Após 14 dias foi realizado um "booster" endovenoso com 20 g de proteína e 

no dia seguinte retirou-se o baço do animal  para a fusão. 
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2.9.2.  Fusão de células 

 

 

 A fusão de células seguiu o seguinte protocolo: 

 

 1- Foram utilizadas aproximadamente 4,5 x 107 células de mieloma 

(Sp2); as células foram lavadas por centrifugação a 1000 rpm, durante 6 

minutos e transferidas para uma placa de Petri contendo 5 ml de RPMI sem 

soro fetal bovino - SFB. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 20-

30 ml de meio RPMI-1640 completo, acrescido de 10% de SFB e colocadas em 

tubo cônico de 50ml e incubação  em estufa de CO2, a 37ºC. 

 

 2- Retiramos o baço do camundongo previamente imunizado. 

 

 3- Realizamos o esmigalhamento do baço com a finalidade de liberar o 

maior número de células. 

 

 4- Transferimos o conteúdo da placa de Petri para um tubo cônico e 

deixamos em repouso por 5 minutos. Em seguida, adicionamos as células 

esplênicas ao tubo cônico contendo as células Sp2. 

 

 5- Centrifugamos a mistura de células (1000 rpm durante 6 minutos) 

para obtenção do "pellet" de células a serem fundidas. Removemos o máximo 

de sobrenadante e dissolvemos o  "pellet" com agitação suave. Lavamos mais 

uma vez em RPMI-1640. 

 

 6- Adicionamos 1ml da solução de PEG (agente fusionante) e durante a 

adição do PEG mantemos o tubo girando para que este tenha maior contato 

com as células (este procedimento durou aproximadamente 90 segundos). 

 

 7- Diluímos lentamente a solução de PEG + células com RPMI-1640, no 

seguinte esquema de tempo: 

 

  1 ml de RPMI-1640 em 30 segundos 
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  3 ml de RPMI-1640 em 30 segundos 

  12 ml de RPMI-1640 em 60 segundos 

 

 8- Completamos o volume para 50 ml com RPMI-1640 e mantemos a 

suspensão celular em repouso durante 5 minutos. 

 

 9- Centrifugamos a 2000 RPM, por 10 minutos, e ressuspendemos as 

células em 30 ml de RPMI-1640 para nova centrifugação,  visando remoção de 

eventuais resíduos de PEG. 

 

             10- Descartamos o sobrenadante e ressuspendemos em meio HAT  

(seletivo para hibridomas) em volume adequado para a distribuição nas placas 

de cultura de 96 orifícios. 

 

 11- As placas foram incubadas em estufa de CO2, a 37ºC. 

 

 Aproximadamente em 10 dias os clones foram visualizados, mapeados e 

testados para verificação da secreção de anticorpos.     

 

 

3.9.3. Formação de Ascite 

 

 Para irritar o peritônio do camundongo foi injetado 1 ml de óleo mineral 

e, após 3 horas,  injetamos, via intraperitonial, 2 milhões de células 

(hibridomas). Após 7 a 10 dias, o líquido peritonial foi coletado para a 

purificação de anticorpos. 

 

 

3.9.4. Purificação e dosagem dos anticorpos. 

 

  

 Para purificação dos anticorpos da classe IgG utilizamos o método de 

cromatografia de afinidade com coluna de Sepharose acoplada com proteina A.  

A molécula de IgG tem afinidade por esta proteina e liga-se à mesma. Eluímos 
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a coluna com tampão glicina pH 2,8  e frações de 2 ml foram coletadas em 

tubos contendo 100 L de tampão Tris, pH 9,0 para impedir que os anticorpos 

se denaturem. Utilizamos o corante “Coomassie Brilliant Blue” como descrito 

por Blakesley and Boezi (1977) para selecionar as amostras que continham os 

anticorpos. As amostras selecionadas foram dialisadas contra água bidestilada 

e submetidas à eletroforese (SDS-PAGE), com subseqüente coloração pela 

prata, com o propósito de monitorar sua real purificação. A seguir, as amostras 

foram dosadas em espectrofotômetro a 280nm. O fator de conversão utilizado 

foi 1,3 de densidade óptica (DO) para 1,0 mg de anticorpo por ml. 

 

 

  3.9.5.  Isotipagem dos anticorpos monoclonais anti-gp65. 

 

 Os anticorpos monoclonais foram isotipados utilizando o kit “Mouse 

Immunoglobulin Screening/Isotyping Kit” (ZYMED- Laboratories Inc. San 

Francisco-CA-USA).  

 

 

3.10. Coluna Affi-gel 10 acoplada ao anticorpo monoclonal anti-

65kDa de C. albicans e purificação da gp65. 

 

 O anticorpo monoclonal contra proteína de 65 kDa foi acoplado à resina 

Affi-gel 10 (Bio-Rad) utilizando 35mg de anticorpo, seguindo protocolo 

recomendado pelo fabricante. Após o acoplamento, foi montada uma coluna 

em seringa de 1ml e utilizada para purificação da proteína de 65 kDa. O 

exoantígeno bruto de C. albicans foi passado pela coluna por 2 horas. Em 

seguida, a coluna foi lavada com Tampão Fosfato (0,1M, pH 7,0) e a proteína 

que se ligou ao MAb foi eluída com tampão glicina pH 2,8.  Frações de 2 ml 

foram coletadas em tubos contendo 100 L de tampão Tris, pH 9,0 para 

impedir que a proteína se denature. Utilizamos o corante “Coomassie Brilliant 

Blue” para selecionar as amostras que continham proteína. As frações 
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selecionadas foram juntadas, colocadas em membrana de diálise, dialisadas 

contra água bidestilada e dosadas pelo método de Bradford (1976). Em 

seguida, submetemos à eletroforese (SDS-PAGE) e subseqüente coloração 

pela prata, com o propósito de monitorar sua real purificação. 

 

3.11. Soro de pacientes com candidemia e com outras micoses. 

 

 Um total de 20 pacientes voluntários suspeitos de candidemia foram 

selecionados entre aqueles que assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido. Os pacientes estavam internados na U.T.I. do Hospital São Paulo 

e no GRAAC (Grupo de Apoio à Criança e ao Adolecente com Câncer) entre 

fevereiro de 2006 e Julho de 2007. Todos foram acompanhados e o 

seguimento sorológico foi realizado em cada paciente. Pacientes com idade 

entre 10 a 87 anos (média de 47.1 anos); sendo 45 % dos pacientes do sexo 

masculino e todos eles expostos a multiplos fatores de risco para candidemia.  

A coleta dos soros (n=74) foi realizada em diferentes intervalos, soros 

foram coletados antes do diagnóstico de candidemia (n= 10), no dia do 

diagnóstico (hemocultura positiva pelo BacTec) (n= 20) e após diagnóstico (n= 

44).  

Soros heterólogos de pacientes com Aspergilose (n=3), Histoplasmose 

(n=3), Paracocciodioidomicose (n=3) e Doença de Jorge Lobo (n=3) foram 

obtidos na soroteca do laboratório de Sorologia das Micoses da Universidade 

Federal de São Paulo-UNIFESP. 

 

 

3.12. ELISA de Inibição 

 

3.12.1. Princípio da detecção de antígeno circulante pela 

técnica de ELISA de inibição. 

 

  A detecção de antígeno circulante pela técnica de ELISA de inibição é 

baseada assumindo-se que a incubação de uma quantidade conhecida de 
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anticorpo monoclonal (MAb) com uma amostra contendo uma quantidade 

desconhecida de antígeno circulante formará complexos MAb-antígeno 

diretamente proporcional. Se esta mistura de MAb-amostra for, então, incubada 

com uma concentração conhecida de antígeno de Candida spp, em uma placa 

de ELISA, apenas os MAbs específicos livres serão capazes de reagirem com 

o antígeno ligado. Os MAbs presentes como complexos MAb-antígenos pré-

formados não poderão se ligar ao antígeno imobilizado. A quantidade 

conhecida de MAb que deixou de reagir com o correspondente antígeno 

homólogo, pode ser então determinado através de um teste ELISA 

convencional. A densidade óptica  obtida a 490 nm é, então, lançada numa 

curva padrão, construída a partir de dados derivados da incubação do MAb 

com soro humano normal contendo concentrações conhecidas de antígeno de 

Candida spp no mesmo sistema de ELISA. O grau de inibição na ligação dos 

MAbs será recíproca à concentração de antígeno circulante na amostra. 

 

 

3.12.2. Tratamento das amostras para uso no teste de ELISA 

de inibição. 

 

Alíquotas de soros humanos, de camundongos e coelhos (200l) foram 

misturadas com igual volume de EDTA 0,1M , pH 7,2 e fervidas a  100º C por 

3-5 minutos. As amostras foram resfriadas e centrifugadas a 13000 rpm por 30 

minutos. O sobrenadante foi utilizado no  teste de ELISA de inibição. 

 

 

3.12.3. Tampão de diluição 

 

As amostras dos soros foram diluídas a 1:2 em tampão de diluição. O 

tampão de diluição usado consistiu de um “pool” de soro normal (camundongos 

e/ou coelhos e/ou humanos, dependendo da amostra analisada), diluído 1:5 em 

PBS 0,005% (v/v) Tween 20 (PBS-T), contendo 20 mM MgCl2  e Soro Albumina 

Bovina 1% w/v. 
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3.12.4. Placa de Inibição 

 

Nesta placa, alíquotas constantes de Mab  (anti-65 kDa de C. albicans.)  

(10 g/ml) foram incubadas durante uma noite com amostras dos soros 

(camundongos, coelhos ou humanos, dependendo da amostra analisada) para 

formar complexos MAb/antígeno circulante. Placas de poliestireno de fundo 

chato foram inicialmente bloqueadas pela incubação de 200 l/orifício de 5% 

w/v BSA em  PBS 0,05% de Tween-20 (BSA-PBS-T), por 2 horas a 37ºC. Após 

3 lavagens com PBS-T, 100 l de soro teste (camundongos, coelhos ou 

humanos, dependendo da amostra analisada) e controle, diluídos a 1:2 em 

tampão de diluição foram adicionados. Em seguida, 100 l de MAb  diluído no 

tampão foram colocados nos orifícios contendo as amostras de soro 

(camundongos, coelhos ou humanos, dependendo da amostra analisada). As 

placas foram agitadas em plataforma orbital por 30 minutos, à temperatura 

ambiente e incubadas por uma noite a 4ºC. 

 

   3.12.5. Curva Padrão de Inibição 

 

  Uma curva padrão de inibição foi construída em cada placa pela adição 

de alíquotas de 100l de MAb contendo concentrações decrescentes de 

antígeno em tampão de diluição. Soro normal (camundongos e/ou coelhos e/ou 

humanos, dependendo da amostra analisada) diluído a 1:2, em tampão de 

diluição (100l), foi usado como controle negativo. As placas foram agitadas e 

incubadas por uma noite a 4ºC.  

 

3.12.6. Placa de Reação 

 

Placas de ELISA, de fundo chato com 96 orifícios (NUNC- FluoroNunc 

Plates-MaxiSorp) foram sensibilizadas com 250 g/orifício de antígeno de 65 
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kDa de C. albicans (100l por orifício), diluída em tampão carbonato-

bicarbonato 0,1M, pH 9,6 e incubadas por 2 horas, à temperatura de 37ºC e 

uma noite a 4ºC. Após o período de incubação, as placas foram lavadas 3 

vezes com PBS-T e bloqueadas com uma solução de BSA a 1% w/v em PBS-

T, por 2 horas, a 37ºC. Após  3 lavagens com PBS-T, 100l dos conteúdos de 

cada orifício da placa de inibição (contendo a mistura de complexo MAb-

antígeno circulante e MAb livre) foram transferidos para os respectivos orifícios 

na placa de reação e incubados por 2 horas, a 37ºC.  Em seguida, as placas 

foram lavadas 3 vezes com PBS-T e  adicionados 100l/orifício de conjugado 

de carneiro anti-IgG de camundongo ou anti-IgG de coelho ou anti-IgG de 

humano (dependendo do sistema analisado) na diluição de 1:1000, em PBS-T- 

BSA a 1% e incubadas novamente por mais 2 horas a 37ºC. 

 

As placas foram lavadas novamente (3X com PBS-T) e 100 l/orifício de 

solução de ECL (PIERCE) diluída em tampão carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 

9,6 foram adicionados. As placas foram incubadas por 15 minutos no escuro e 

as densidades ópticas foram medidas em leitor de quimioluminescência 

(Multiskan MCC /340P). 

 

3.13. Ensaios para determinação do possível papel biológico  da 

proteína  de  65 kDa de C. albicans 

 

3.13.1. Ação do anticorpo monoclonal no crescimento de 

células de C. albicans “in vitro”. 

 

Células de C.albicans foram cultivadas por 24 horas em caldo 

Sabouraud, a 36ºC e posteriormente lavadas 3 vezes com PBS estéril, por 

centrifugação. Em seguida, 1x103 células foram tratadas com diferentes 

concentrações de MAb anti-65 kDa de C. albicans. As células foram 

homogeneizadas em tubos do tipo ependorf (1,5 ml) com 0,1,  0,5,  1,0,  2,0,  

5,0 mg/ml de MAb anti-65 kDa de C. albicans, diluído em água Milli-Q estéril e 

mantidas sob agitação constante por 16 horas a 4ºC. Após este período, as 
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células foram cultivadas em meio ágar-Sabouraud e mantidas em estufa a 

36ºC. O crescimento fúngico foi acompanhado diariamente por uma semana e 

as unidades formadoras de colônias contadas. 

 

 

3.14.2. Determinação da unidade formadora de colônia (UFC) 

de C.albicans “in vivo”. 

 

 

  Vinte camundongos da linhagem Balb/C, com 2 a 3 semanas de idade, 

foram tratados com ciclofosfamida (150 mg/kilo de animal) durante quatro dias 

consecutivos. Após tratamento, um grupo de camundongos foi inoculado com 

1x106 células vivas de C. albicans, crescidas a 37ºC, por via endovenosa 

(grupo controle) e três grupos, 30 minutos antes da inoculação foram tratados 

com concentrações determinadas (0,1,  0,5 e 1,0 mg/ml) de MAb anti-65 kDa 

de C. albicans , por via intraperitoneal. Os camundongos tratados foram 

inoculados com 1x106 células vivas de C. albicans por via endovensosa.  Após 

3 semanas, os camundongos foram sacrificados e o rim, pulmão, baço e fígado 

retirados. Os órgãos foram pesados e macerados em uma solução de PBS 

estéril e 100 µl do macerado foram semeados em meio de agar 

Sabouraud/ciclohexamida e mantidos em estufa a 36º C. O crescimento 

fúngico foi acompanhado durante 1 semana e as UFC foram contadas 

diariamente. 

 

. 

3.15. Imunodetecção da molécula de 65 kDa na célula de C.  albicans. 

 

3.14.1. Ensaio de imunofluorescência direta utilizando MAb anti-

gp65   de C. albicans. 

 

 O crescimento fúngico total de pelo menos 2 tubos de C. albicans em 

ágar Sabouraud a temperatura de 36 ºC, foi transferido, com auxílio de alça de 

platina, para frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de caldo 
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Sabouraud e cultivado durante 3 dias, sob agitação constante(50 rpm), a 37 C, 

em incubador com agitação (Ética equipamentos científicos, modelo 430). 

Depois de constatada a não contaminação, as células foram lavadas com PBS 

1x e fixadas com 2,5 % de glutaraldeído por 1 hora. Em lâminas de microscopia 

óptica, tratadas com polilisina, por 10 minutos, foram adicionadas 20 µl das 

células fixadas. Após 10 minutos as células estavam aderidas à lâmina e foram 

lavadas 3 vezes com PBS-Tween (0,05%). Em seguida, as células foram 

tratadas com metaperiodato de sódio saturado, por 10 minutos e lavadas três 

vezes com PBS-Tween (0,05%).  Após, as células foram tratadas com cloreto 

de amônia (50 mM), por 15 minutos, lavadas 3 vezes com PBS-Tween (0,05%) 

e bloqueadas com solução de PBS/soro fetal bovino (5%), por 1 hora. Então, 

foi adicionado 100 μg/ml de MAb anti-gp65 kDa, por 1 hora. A seguir as células 

foram lavadas com PBS-Tween (0,05%) e o anticorpo secundário anti-IgG de 

camundongo marcado com FIT-C (diluição a 1:200) foi adicionado e incubado  

por 1 hora. Em seguida, as células foram lavadas com PBS-Tween (0,05%), as 

lâminas foram vedadas e observadas em microscópio de fluorescência em  

aumento de 1000 X. 

2.15.2. Imunomarcação por microscopia eletrônica de transmissão. 

 

O crescimento fúngico total de pelo menos 2 tubos de C. albicans, 

crescida a temperatura de 36ºC, foi transferido, com auxílio de alça de platina, 

para frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de caldo Sabouraud 

e cultivado durante 3 dias, sob agitação constante (50 rpm) a 37 C, em 

incubador   (Ética equipamentos científicos, modelo 430). Depois de constatada 

a não contaminação, as células foram lavadas com PBS 1x e fixadas com 3% 

formoldeído / 0,5% glutaraldeído em PBS, por 3 horas. As células foram 

centrifugas a 3000g, lavadas 3 vezes com PBS e ressuspendidas com 

metaperiodato de sódio (1% em água) e incubadas por 15 minutos. As células 

foram centrifugadas a 3000g, lavadas 3 vezes com PBS e incubadas por 15 

minutos com cloreto de amônia (1% em PBS). Em seguida, as células foram 

centrifugadas e lavadas 3 vezes com PBS. Ao precipitado celular foi 

acrescentado o mesmo volume de gelatina (10% em PBS) a 37ºC, 

homogenizado e centrifugado por 10 segundos a 3000g. Com a gelatina 

solidificada, o “pellet” foi retirado e cortado, com auxílio de uma lâmina, em 
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pequenos cubos com bases de 1mm2. As cubos foram colocados em solução 

de sucrose 2,3M e mantidas sob agitação constante a 4ºC, por 16 horas. Os 

cubos foram retiradas da solução de sucrose 2,3M, colocadas no aparato de 

congelamento e congeladas em nitrogênio líquido. As amostras foram cortadas, 

com uma espessura de 70nm, em um ultramicrótomo, ajustado à temperatura 

de -120ºC. Os cortes foram acondicionados em telas de níquel com 200 

orifícios e conservadas em 2% de gelatina em câmara úmida a 4ºC.  

 

 

3.15. Imunomarcação 

 

 A tela de níquel com os cortes foi colocada sobre uma gota (40µl) de 

PBS-glicina a 0,15%, por 5 minutos e transferidas para uma gota de PBS/soro 

fetal bovino 5%, por 3 minutos. Após, as telas foram transferidas para uma gota 

de anticorpo primário (mAb contra gp65) na concentração de 500 µg/ml, por 1 

hora.  Então, transferidas para gotas de PBS/glicina, por 3 minutos e para 

gotas de PBS/soro fetal bovino 5%, por 5 minutos. Em seguida, foram 

transferidas para uma gota de anticorpo secundário anti-IgG de camundongo 

conjugado com ouro coloidal (12 nm) (Sigma), por 20 minutos. As telas foram 

lavadas com 6 gotas de PBS, por 3 minutos e transferidas para uma gota de 

glutaraldeído a 1% em PBS, por 5 minutos. Após, foram lavadas em 10 gotas 

de água e transferidas para uma gota de metilcelulose/acetato de uranila (9:1), 

por 10 minutos, a 4ºC. Com o auxílio de uma alça, a tela de níquel foi retirada 

da metilcelulose/acetato de uranila e o excesso foi retirado em um papel de 

filtro. Após 24 horas a tela foi observada em um microscópio eletrônico e os 

cortes fotografados.  

 

3.16. Ensaio de aderência do antígeno de 65 kDa à fibronectina. 

 

3.16.1. Purificação de fibronectina do plasma sanguíneo. 

 

 Plasma humano fresco foi centrifugado a 7000 x g por 10 minutos. Ao 

sobrenadante foi adicionado fluoreto de fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) na 
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concentração final de 1mM, posteriormente diluído (v/v) em tampão Tris-HCl 50 

mM, pH 7,4 contendo Thimerosal a 0,01%. 

 

 Fibronectina foi purificada as partir do plasma humano diluído por meio 

de cromatografia de afinidade em coluna Sepharose-gelatina. À coluna, 

previamente lavada exaustivamente com tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, foi 

aplicado lentamente plasma humano diluído (1:5). Após a passagem, a coluna 

foi lavada com tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, para remoção das proteínas 

irrelevantes. A eluição de fibronectina foi efetuada passando tampão  Tris-uréia 

4M, pH 7,4. Os eluatos foram recolhidos em tubos de 2 ml. A mensuração do 

material eluído foi feita pelo método de Bradford (1976). Os tubos que 

continham a proteína foram exaustivamente dialisados contra PBS (1x) 

contendo 1mM PMSF. As amostras foram monitoradas quanto a sua pureza 

em gel de SDS-PAGE. 

  

3.16.2. SDS-PAGE 

 

Alíquotas de 20 µg de fibronectina foram submetidas  à eletroforese 

unidimensional conforme descrito no ítem 3.3.1. 

  

3.16.3. Western blot 

 

Após a corrida eletroforética, os géis foram colocados em contato com 

membrana de nitrocelulose (Millipore) e montados entre 3 folhas de papel de 

filtro, 2 esponjas embebidas em tampão de transferência e 2 suportes de 

acrílico. Em seguida, foi realizada a transferência empregando-se corrente de 

150 mA durante 1 hora em uma cuba de eletroforese vertical (GibcoBRL, 

modelo Mini 8.10). Após o término da transferência, as membranas de 

nitrocelulose foram coradas com solução de Ponceau S (0,15%) por 5 minutos, 

sob agitação lenta, sendo depois descoradas em água destilada. Os padrões 

de peso molecular foram marcados com caneta e as canaletas  

individualizadas. 

Os sítios livres da nitrocelulose foram bloqueados com Tampão Tris - 5%  

de leite desnatado,   por 2 horas, sob agitação lenta, à temperatura ambiente.  
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Após esta etapa, a membrana foi lavada 3 vezes em Tampão Tris, por 10 

minutos cada lavagem. A membrana  foi cortada em tiras nos locais 

previamente marcados e colocadas em  recipiente que contém várias 

canaletas, para reagir contra a proteína de 65 kDa purifiada de exoantígenos 

de C. albicans, na concentração de 5 µg/ml. A proteína foi diluída em tampão 

Tris e mantida, por 1 hora, sob agitação lenta e à temperatura ambiente. Após 

esta etapa, as membranas de nitrocelulose foram lavadas 3 vezes com 

Tampão - Tris, por 10 minutos, cada lavagem. Em seguida,  anticorpos 

monoclonais contra a proteína de 65 kDa, foram acrescentados por canaleta à 

membrana de nitrocelulose, na concentração de 10  µg/ml em tampão Tris, e  

incubadas por 1 hora à temperatura ambiente, sob agitação lenta. Em seguida,  

anti-IgG de camundongo conjugados a peroxidase (Sigma), foram 

acrescentados por canaleta à membrana de nitrocelulose, diluídos a 1:1000 em 

tampão Tris e  incubadas por 1 hora à temperatura ambiente, sob agitação 

lenta. Logo após, nova etapa de lavagens foram feitas e, então,  adicionado o 

substrato de acordo com a fórmula abaixo: 

 

 3,3-diaminobenzidina (DAB).......................5 mg 

 Tris-HCl 0,1 M, pH 7,4..............................50 mg 

 Peróxido de hidrogênio (H2O2) a 30 %.....  10 l 

  

Após o aparecimento das bandas, a reação foi interrompida colocando 

as membranas de nitroceulose em solução de ácido acético glacial a 10% ou 

em água bidestilada. 
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4- Resultados 

 
 

4.1. Perfil protéico/glicoprotéico dos exoantígenos brutos de C. 

albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata. 

 

A figura 1 mostra o perfil protéico/glicoprotéico de exoantígenos brutos 

de Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata.  O gel SDS-

PAGE mostrou a presença de uma banda de 65 kDa presente nos 

exoantígenos de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e sua ausência no 

exoantígeno de C. glabrata. 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
4.2. Purificação da proteína de 65 kDa  a partir do exoantígeno bruto de C. 

albicans. 

 
 
 A figura 2 mostra o perfil protéico/glicoprotéico do exoantígeno bruto de 

C. albicans (Coluna 1) e a proteína de 65 kDa purificada por eletroeluíção 

(Coluna  2). 

 

 

Figura 1- Perfil eletroforético por SDS-PAGE dos exoantígenos de Candida 

tropicalis (coluna1), C. parapsilosis (coluna 2), C. albicans (coluna 3) e 

C.glabrata (coluna 4). P- Padrão de peso molecular. 
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4.3. Western blot utilizando anticorpos policlonais (IgG) contra a molécula 

de 65 kDa de Candida spp.  

 

 Após a corrida eletroforética e transferência para a membrana de 

nitrocelulose de 10 g de exoantígenos brutos de C. albicans, C. parapsilosis, 

C. tropicalis e C. glabrata, realizou-se o teste de Western blot e observou-se a 

reatividade do anticorpo policlonal IgG anti-65 kDa contra a proteína de 65 kDa 

de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis (Figura 3). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Perfil eletroforético por SDS-PAGE do exoantígeno bruto de C. albicans 

(1) e a molécula de 65 kDa purificada (2). P- Padrão de peso molecular. 

Figura 3- Resultado do Western blot utilizando IgG  de soro de coelho (1/50) anti-

gp 65 kDa de C. albicans contra exoantígenos brutos de C. glabrata ATCC (1), C. 

tropicalis ATCC (2), C. parapsilosis ATCC (3) e C. albicans ATCC (4). P- Padrão 

de peso molecular. 
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4.4. Resultados do teste de ELISA de inibição para detecção de antígeno 

circulante, em modelo murino experimental de candidemia e em soro de 

dois pacientes com candidemia. 

 

 

O teste de ELISA de inibição foi realizado para determinação da 

concentração do antígeno de 65 kDa circulante no soro de camundongos 

previamente imunossuprimidos e inoculados com C. albicans ATCC e C. 

albicans isolada de sangue. Para este ensaio utilizamos o anticorpo policlonal 

de coelho contra proteína de 65 kDa. Os soros dos camundongos foram 

coletados no primeiro, segundo e terceiro dia de infecção. Observou-se que no 

grupo infectado com C. albicans (ATCC), houve uma diminuição na 

concentração do antígeno circulante nos 3 dias de infecção, sendo 1,68 g/ml, 

1,55 g/ml e 1,08 g/ml, respectivamente.  No grupo infectado com C. albicans 

(sangue) não houve diferença significativa entre o primeiro, segundo e terceiro 

dia de infecção, respectivamente, 1,25 g/ml, 1,30g/ml e 1,36 g/ml (Figura 

4A).  

 

Nota: Testamos também 2 soros de pacientes com candidemia para 

simples verificação do sistema. O teste foi positivo e os pacientes 

apresentaram concentração de proteína de 1,25 g/ml (paciente 1) e 0,56g/ml 

(paciente 2) (Fig. 4 B).   
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4.5- ELISA de inibição para determinação de antígeno circulante em 
modelo de candidemia experimental em coelho. 
 

O ensaio de ELISA de inibição foi realizado para determinação da 

concentração do antígeno de 65 kDa circulante no soro de coelhos 

previamente imunossuprimidos e inoculados com C. albicans (ATCC), por via 

endovenosa. Para este ensaio utilizamos o anticorpo policlonal de coelho 

contra proteína de 65 kDa. Os soros dos coelhos foram coletados de 3 em 3 

horas a partir da infecção e, após as primeiras 12 horas, de 24 em 24 horas. 

Observou-se que, nas primeiras 3 horas de infecção, conseguiu-se detectar 

antígeno circulante na concentração de 1,06 g/ml; nas 6 horas subseqüentes 

o antígeno não foi detectado (Figura 5). A partir da 12ª hora após infecção 

houve aumento da concentração de antígeno circulante até a 24ª hora, 

respectivamente 0,49 g/ml,  1,14 g/ml e 2,19 g/ml, com uma queda no 3º 

Figura 4- A: Concentração de antígenos circulantes em modelo murino experimental de 

candidemia por C. albicans (C.a-ATCC e C.a-sangue) B: Concentração de antígenos 

circulantes em 2 soros de pacientes com candidemia (paciente 1 e paciente 2).   
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dia (0,66 g/ml), atingindo o máximo de detecção, no 4º dia pós-infecção (4,32 

g/ml). A partir do 5º e 6º dias, houve diminuição de antígeno circulante, 3,05 

g/ml e 0,3 g/ml, respectivamente. Como controle utilizamos soro de coelho 

normal (pré-infecção) e o anticorpo policlonal como controle negativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
4.6. Obtenção de anticorpos monoclonais anti-gp65. 
 

 Foram obtidos 16 anticorpos monoclonais anti-gp65 (MAb anti-gp65) que 

foram testados pelo ensaio de ELISA, com placas sensibilizadas com gp65 

(250ng/orifício) e reveladas por quimioluminescência. Leituras superiores a 

80.000 unidades de fluorescência foram consideradas clones positivos Os 

anticorpos foram isotipados para determinação de suas classes e subclasses. 

Dos 16 anticorpos obtidos, 7 eram IgG1, 2 eram IgG2a, 2 eram IgA e 5 eram 

IgM.  Para este estudo utilizaremos o anticorpo IgG1-2 (MAb IgG1-2 anti-gp65) 

como padrão.  
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Figura 5- Detecção de antígeno circulante (65kDa) em modelo de candidemia experimental 

em coelhos nos tempos de 3h, 6h, 9h, 12h,  1d, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d-   pós-infecção; Controles 
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4.7. Purificação da proteína de 65 kDa com anticorpo monoclonal IgG1-2. 

 
  

O anticorpo monoclonal contra a proteína de 65 kDa (IgG1-2) foi 

acoplado a resina Affi-gel 10 e empacotada em coluna para purificação da 

proteína de 65 kDa. Exoantígenos brutos de C. albicans foram passados pela 

coluna. A coluna foi lavada com Tampão Fosfato (0,1M, pH 7,0) e a proteína 

que se ligou ao MAb foi eluída com tampão glicina pH 2,8.  O eluído da coluna 

foi submetido à corrida eletroforética e corado pela prata. Podemos observar na 

figura 6 que a proteína de 65 kDa foi purificada  (coluna 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.8. Western blot utilizando MAb anti-gp65 (IgG) C. albicans versus 

exoantígenos de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata e 

exoantígenos heterólogos.  

 

 Após a corrida eletroforética de 10 g de exoantígenos brutos de C. 

albicans, C.parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata e os exontígenos 

heterólogos H. capsulatum, A. fumigatus, S. schencki, P. brasiliensis, T. rubrum 

foram transferidos para a membrana de nitrocelulose. Foi realizado o teste de 

Western blot e observamos que o Mab anti-65 kDa de C.albicans reconhece a 

molécula de 65 kDa de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis e não 

Figura 6- SDS-PAGE mostrando a purificação da gp65 de C. albicans.  P- Padrão de 

peso molecular, 1- Exoantígeno bruto de C. albicans e 2-Proteína de 65 kDa. 
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reconhece em C. glabrata, indicando que as moléculas de 65 kDa das 3 

espécies possuem epitopos comuns (Figura 7).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
4.9. ELISA de inibição para detecção e quantificação de antígeno 
circulante em modelo murino experimental de candidemia por C. albicans, 
C. parapsilosis e C. tropicalis. 
 
 

Realizamos o ensaio de ELISA de inibição para detecção e quantificação 

do antígeno de 65 kDa circulante no soro de camundongos infectados com C. 

albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis.  

Para este ensaio utilizamos o Mab anti-65 kDa de C. albicans. Os soros 

dos camundongos foram coletados diariamente após a infecção. Observou-se 

um padrão variado na detecção do antígeno circulante no segmento de cada 

grupo de camundongos. Observou-se um pico de detecção de 3,25 µg/ml de 

antígeno circulante e um possível “clearence” do antígeno durante a 

candidemia no grupo infectado com C. tropicalis (Figura 8-A). No grupo 

infectado com C. parapsilosis observou-se um pico de detecção de 1,68 µg/ml 

e, também, um possível “clearence” durante a candidemia (Figura 8-B). Já no 

grupo infectado com C. albicans observou-se um pico de detecção de 2,6 µg/ml 

no primeiro dia de infecção e um possível “clearence” nos dias consecutivos 

(Figura 8-C). Como controle, utilizamos soro de camundongo normal (pré-

Figura 7- Reatividade do Mab anti-65kDa de C. albicans reconhecendo a proteína de  

65kDa de C. albicans (coluna 9), C. parapsilosis (coluna 8) e  C. tropicalis (coluna 7). 

Coluna 1 = H. capsulatum; coluna 2 = A. fumigatus; coluna 3 = S. schenckii; coluna 4 

= P. brasiliensis; coluna 5 = T. rubrum; coluna 6 = C. glabrata.  
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infecção). Nos 3 grupos o teste de inh-ELISA detectou antígeno circulante em 

pelo menos uma das amostras de soro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8- Detecção de antígeno circulante (gp65) em modelo murino experimental de 

candidemia por C. tropicalis (A), C. parapsilosis (B) e C. albicans (C) utilizando Mab 

anti 65 kDa de C. albicans. Controle: soro de camundongo normal = 0,23 D.O. (bola 

amarela). 
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4.10. ELISA de inibição para detecção e quantificação de antígeno 
circulante (65kDa) em pacientes suspeitos de candidemia por C. albicans, 
C. parapsilosis ou C. tropicalis. 
  

 

Realizamos o ensaio de ELISA de inibição para detecção e quantificação 

do antígeno circulante de 65 kDa em soros de 20 pacientes suspeitos de 

candidemia, internados na U.T.I. do Hospital São Paulo e no GRAAC (Grupo 

de Apoio à Criança e ao Adolecente com Câncer).  

 

Para este ensaio utilizamos o Mab anti-65 kDa de C. albicans. A coleta 

de sangue dos 20 pacientes resultou em 74 amostras de soros. Foi realizado 

um segmento sorológico dos pacientes: soros dos pacientes foram coletados 

antes do diagnóstico de candidemia (n= 10), no dia do diagnóstico 

(hemocultura positiva pelo BacTec) (n= 20) e após diagnóstico (n= 44).  

 

Observou-se três diferentes dinâmicas de antigenemia do antígeno de 

65 kDa nestes pacientes. Quatro pacientes apresentaram um clareamento total 

da molécula, após o tratamento com drogas antifúngicas. A concentração da 

molécula de 65 kDa na última amostra testada foi < a 0,11µg/ml. Cinco 

pacientes apresentaram um claremanto inicial, após o tratamento antifúngico 

(com excessão do paciente número 1) e reincidiva da antigenemia. Sete 

pacientes apresentaram um clareamento parcial da antigenemia, onde a 

concentração da molécula de 65 kDa na última amostra foi > 0,25 µg/ml. 

Observamos que os pacientes que persistiram com a antigenemia, em níveis 

superiores a 0,25 µg/ml, após o tratamento antifúngico, foram a óbito. 

 

 Dos 20 pacientes suspeitos de candidemia e confirmados pelo Bactec e 

por hemocultura,  16  apresentaram o antígeno circulante (65 kDa) em pelo 

menos uma das amostras de soro. Os 4 pacientes restantes não apresentaram 

antigenemia por 65 kDa em nenhum dos soros coletados. 

 

 A figura 9 mostra a dinâmica de antigenemia pela proteína de 65 kDa no 

soro de 16 pacientes que apresentaram a detecção deste antígeno em pelo 
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menos uma das amostras de sangue coletadas. A tabela 1 mostra os dados 

encontrados e a concentração de antígeno no sangue dos pacientes no 

momento do diagnóstico pelo Bactec. 
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Tabela 1- Detecção de antígeno de 65 kDa de C. albicans por ELISA de 

inibição em soros de pacientes com candidemia e as espécies de Candida 
isoladas. Em negrito o dia da positividade pelo BacTec. 

 Soros coletados e [ ] (µg/ml) do antígeno de 65 kDa BacTec+ 

Pacientes Número em negrito representa o momento de positividade do BacTec Espécies isoladas 
 1º 2º 3º 4º 5º 6º 7º 8º  

1 2,44 0,59 2,73 1,33     C. tropicalis 

2 0 0 0 0     C. kefyr 

3 0 0 0 0     C. glabrata 

4 2,68 0 0 0 0 0,4 0,85 1,08 C. albicans 

5 0,81 1,1 0      C. albicans 

6 0 0 0      C. glabrata 

7 2,56 2,54 0 0 3,39 0 0  C. parapsilosis 

8 0 0 3,62 0 0    C. albicans 

9 1,87 2,23 1,23      C. albicans 

10 1,83 2,24 0      C. tropicalis 

11 0 0 0      C. albicans 

12 0,072 2,3 1,02      C. albicans 

13 1,25 0,07 0,11      C. albicans 

14 5,0 2,29 1,75      C. albicans 

15 1,3 0,35 1      C. tropicalis 

16 1,5 1,15 0,8      C. albicans 

17 1,28 3,75 2,8      C. tropicalis 

18 1,3 0,35 0,4      C. tropicalis 

19 1,75 1 0,25      C. albicans 

20 1,98 2,37 0,9      C. parapsilosis 
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4.11. Resultado do teste de ELISA de inibição para detecção e 
quantificação de antígenos circulantes (gp65 de C. albicans) em soros de 
pacientes com candidíase e outras micoses. 

 

 

Realizamos o ensaio de ELISA de inibição para detecção e quantificação 

do antígeno de 65 kDa circulante em  soros de 20 pacientes com candidemia, 

em soros de pacientes com aspergilose (3 soros), histoplasmose (3 soros), 

paracoccidioidomicose (3 soros) e Doença de Jorge Lobo (3 soros). Para este 

ensaio utilizamos o Mab anti-65 kDa de C. albicans e como controles negativos 

utilizamos soro humano normal e o anticorpo monoclonal. Observou-se que em 

2 soros de pacientes com paracoccidioidomicose detectou-se antígenos 

circulantes com concentrações de antígenos superiores a 1 µg/ml, indicando 

uma possível reação cruzada (Figura 10).  
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Figura 10. Resultados do teste de inibição de ELISA para detecção da 

molécula de 65 kDa de C. albicans. Candidemia = soros de pacientes com 
candidemia  devido a C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr e C. 
glabrata; A.f = aspergilose; H.c = histoplasmose; P.b = paracoccidioidomicose; 
J.L = Doença de Jorge Lobo. SHN = soro humano normal. 
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4.12. Ensaios para determinação do papel biológico  da molécula de 

65 kDa de C. albicans 

 

 4.12.1. Ação do anticorpo monoclonal no crescimento de 

células de C. albicans. 

 

Para determinar um possível papel biológico da proteína de 65 kDa de 

C. albicans, 1x103 células de C. albicans foram crescidas em 250 ml de caldo 

Sabouraud, à temperatura de 36ºC, por 3 dias. As células foram incubadas por 

16 horas, a 4ºC com diferentes concentrações de MAb e mantidas sob agitação 

constante, e em seguida foram semeadas em placas de Petri contendo meio 

ágar-Sabouraud. Após o cultivo das células tratadas com o anticorpo 

monoclonal contra a proteína de 65 kDa de C. albicans, observamos que não 

houve diferença significativa no crescimento das células tratadas ou não com o 

anticorpo. O gráfico mostra o crescimento das unidades formadoras de 

colônias nas diferentes concentrações de mAb (Figura 11).    

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

PAR (O que é isso?) 

 

 

Figura 11- Efeito do MAb anti-65 kDa de C. albicans no crescimento de células vivas de 

C. albicans. UFC = unidade formadora de colônia. ST = sem tratamento. 
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4.12.2. Determinação de Unidade Formadora de Colônia (UFC) de C. 

albicans em modelo murino experimetal de candidemia tratados com 

diferentes concentrações de anticorpo monoclonal anti-65 kDa de C. 

albicans. 

 

 Para determinar a ação in vivo do anticorpo monoclonal anti-65 kDa de 

C.albicans, camundongos foram tratados com diferentes concentrações de 

MAb. Camundongos tratados foram infectados com 1x106 células vivas de C. 

albicans por via endovenosa e após 3 semanas foram sacrificados e seus 

órgãos retirados para determinação da unidade formadora de colônia. 

Observamos que o grupo de camundongos tratados com 0,1 mg/ml de MAb 

apresentou um aumento significativo no crescimento fúngico no baço dos 

camundongos (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12- UFC dos órgãos de camundongos tratados com MAb anti-65 kDa de C. 

albicans em concentrações de 0,1,   0,5  e 1,0 mg/ml. ST = sem tratamento. 
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4.13. Ensaio de imunofluorescência direta utilizando mAb anti-gp65 para 

localizar a presença da gp65 na célula de C. albicans. 

 

 Ensaio de imunofluorecência direta foi realizado o para localizar a 

glicoproteína de 65 kDa em células de Candida albicans. Na figura 13, 

observamos que o Mab anti-65kDa reconhece a glicoproteína em determinadas 

regiões da parede celular fúngica (coloração verde). A localização das 

moléculas de 65 kDa se mostra distribuída predominantemente na parede 

celular na forma de “spots” (células de 3 dias). Em azul, núcleos marcados com 

DAPI.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13- Células de C.albicans mostrando a imunomarcação utilizando 

anticorpo monoclonal anti- gp65. Em verde, imunomarcação por Fit-C e em azul 

marcação nuclear por DAPI. A localização das moléculas de 65 kDa se mostra 

distribuída predominantemente na parede celular na forma de “spots” (células 

de 3 dias). Aumento de 1000x. 
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4.14. Imunomarcação por microscopia eletrônica 

 

 

A figura 14 mostra o resultado da imunomarcação, por microscopia 

eletrônica, para localizar a glicoproteína de 65 kDa, em células de C. albicans.  

O anticorpo monoclonal reconheceu a glicoproteína em regiões da parede 

celular e do citoplasma fúngico. Podemos observar que em certas regiões da 

parede celular há acúmulo da proteína (setas). Como controle negativo (Fig. 14 

G), utilizamos apenas o anticorpo secundário marcado com ouro coloidal. 
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A 

B 

Figura 14- A,B,C,D,E e F: Imunomarcação por microscopia eletrônica em células 

de C. albicans utilizando anticorpo monoclonal contra gp65; G: Controle negativo. 

As setas indicam acúmulo da gp65 na parede celular fúngica. 
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C 

D 

Continuação da figura 14. 
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E 

F 

Continuação da figura 14. 
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 Continuação da figura 14. 
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4.15. Interação da gp65 kDa de C. albicans com a fibronectina, 

proteína de matriz endotelial. 

 

 4.15.1- Purificação de fibronectina de plasma sanguíneo. 

A fibronectina foi purificada do plasma sanguíneo por coluna de 

afinidade. A figura 15 mostra um gel de SDS-PAGE com a banda de 

fibronectina purificada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Resultado da purificação da fibronectina de plasma sanguíneo.1- 

Fibronectina purificada (~ 440 kDa).  P- Padrão de peso molecular. 
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 4.15.2- Interação da proteína de 65 kDa de C. albicans com   

a fibronectina. 

 Com objetivo de avaliarmos a capacidade de adesão da 

proteína de 65 kDa à fibronectina da matriz endotelial foi realizado ensaio de 

Western blot, onde a fibronectina foi aplicada ao SDS-PAGE e posteriormente 

transferida para membranas de nitrocelulose. Em seguida, colocadas para 

reagir com a proteína de 65 kDa de C. albicans (Como controle negativo 

utilizamos a proteína gp43 de Paracoccidioides brasiliensis que não se liga  

à fibronectina). A visualização da reação foi verificada por 

quimioluminescência. Na figura 15, coluna 4, observamos a reação da proteína 

de 65 kDa com a fibrinectina.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16- Western blot mostrando a intereção da proteína de 65 kDa de C. albicans 

com a fibronectina de matriz extracelular. Coluna 1-Controle negativo (fibronectina + 

gp43 de Paracoccidioides brasiliensis + mAb anti 65 kDa de C. albicans), coluna 2- 

controle positivo (proteína de 65 kDa de C. albicans + mAb anti 65 kDa de C. 

albicans), coluna 3- controle da ligação inespecífica do mAb contra fibronectina 

(fibronectina + mAb anti 65 kDa de C. albicans) e coluna 4- interação intereção da 

proteína de 65 kDa de C. albicans com a fibronectina de matriz extracelular 

(fibronectina + proteína de 65 kDa de C. albicans + mAb anti 65 kDa de C. albicans) 
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5. Discussão   

 

  As espécies de Candida têm sido os agentes das causas mais comuns 

de infecções da circulação sanguínea nosocomial (Banerjee et al., 1991). O 

aumento das infecções fúngicas pode ser atribuído a vários fatores como 

regime terapêutico imunosupressivo, longo período de uso de catéteres, uso de 

antibióticos de amplo espectro de ação e a sobrevida longa de indivíduos 

imunocomprometidos. No Brasil, Colombo et al. (2006) realizaram estudo 

epidemiológico de candidemia em onze centros médicos brasileiros, 

detectando   712 casos de candidemia com uma incidência de 2,49 casos por 

1000 admissões por dia, um valor elevado quando comparado a dados de 

outros países. Das espécies de Candida isoladas por hemoculura Candida 

albicans foi a espécie mais comum com 40,9% dos casos, seguida por C. 

tropicalis (20,9%) e C. parapsilosis (20,5%). Nos Estados Unidos e Europa, C. 

glabrata vem em segundo lugar como a espécie mais incidente 

(respectivamente, 18,3% e 13,6%), seguida por C. parapsilosis 

(respectivamente, 13,2% e 13,3%) (Pfaller et al., 2004; Tortorano et al., 2004). 

Geralmente, 40 a 60% dos pacientes que desenvolvem candidemia morrem 

durante a internação na qual houve a fungemia, sendo a alta mortalidade 

decorrência, particularmente, do diagnóstico tardio, gravidade da infecção e 

estado geral do paciente (Wenzel, 1995; Wey et al., 1988).  

 

A detecção de anticorpos em pacientes que apresentam deficiências 

imunológicas e que não conseguem produzir níveis normais de 

imunoglobulinas é difícil, requerendo técnicas mais sensíveis. Entretando, 

técnicas muito sensíveis capazes de detectar baixos níveis de anticorpos, 

podem perder em especificidade. Desta maneira, a detecção de antígenos 

circulantes, em vez de anticorpos, pode constituir importante instrumento para 

se firmar diagnóstico ou monitorar pacientes sob tratamento. Isso se adequa, 

principalmente para hospedeiros imunocomprometidos, onde diagnóstico 

depende, sobretudo do diagnóstico precoce e começo de tratamento (Gomez 

et al. 1997). 
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A detecção de antígenos para o sorodiagnóstico de infecções 

ocasionadas por espécies de Candida tem sido objeto de vários estudos. 

(Buckley et al. 1992, Burnie e Willians, 1985, Franklyn et al., 1990, Fung et al., 

1986, Herent et al., 1992, Ikegami et al., 1988, Kohno, 1991).  Matthews and 

Burnie (1988) desenvolveram um método para a detecção de uma proteína 

citoplasmática de 47 kDa em pacientes com candidíase sistêmica. Um teste 

imunoenzimático para detecção de um antígeno de 48 kDa, denominado 

Enolase, que está presente em espécies de Candida (Franklyn et al., 1990, 

Mason et al., 1989) é usado para o diagnóstico de candidíase invasiva 

(Westhead e McLain, 1964). Testes de aglutinação de látex para a detecção de 

manana, um componente de parede celular de fungos e está presente em 

pacientes com candidemia vem sendo usado para diagnóstico (Buckley et al., 

1992, Kohno, 1991). Teste comerciais (Pastorex Candida e Cand-Tec) têm sido 

usados para detectar um metabólito fúngico (manana)  no sangue de pacientes 

com candidemia. Ensaios colorimétricos (Fungitec G, Fungitec G MT) detectam 

β-D-glucana, maior componente estrutural de parede celular fúngica, são 

usados para o diagnóstico de infecções fúngicas.  Estudos mostram que a 

concentração de β–D-glucan no soro é alta em modelos experimentais de 

infecção fúngica (Mitsutake et al., 1995, Miyazaki et al, 1992, Miyazaki et al., 

1995, Miyazaki et al., 1992) e no plasma de pacientes com micoses (Kohno, 

1991, Miyazaki et al., 1992). Vários testes baseados na detecção de 

anticorpos, antígenos e metabólitos foram desenvolvidos para diagnóstico de 

candidíase, mas todos apresentam baixa especificidade ou sensibilidade 

(Walsh e Chancock, 1997). 

 

Devido a estes fatores, um teste para detecção de antígeno circulante 

em pacientes suspeitos de candidemia se faz necessário para se ter 

diagnóstico precoce, antes que ela se torne disseminada e ponha em risco a 

vida do paciente.  

 

A primeira etapa em nosso estudo foi determinar uma molécula comum 

às três espécies do gênero Candida com maior prevalência nas candidemias 

relatadas no Brasil. Por meio de SDS-PAGE observamos que uma proteína de 
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65 kDa estava presente em grande quantidade nos exoantígenos destas três 

espécies mais comuns no Brasil e que ela poderia ser um alvo potencial no 

diagnóstico da candidemia. A proteína de 65 kDa vem sendo estudada pelo 

grupo do Dr. Cassone que observou se tratar de uma manoproteína secretada 

pelo fungo, particularmente pelas células miceliais de C. albicans (Arancia et 

al.,  2006, Cassone et al., 1998, Gomez et al., 1996, Torosantucci et al, 1993, 

Torosantucci et al, 1991 Torosantucci et al, 1990). Também, era reconhecida 

por células T do sangue periférico de praticamente todos os indivíduos com 

candidemia (antígeno quasiuniversal) (Arancia et al, 2006, Torosantucci et al, 

1993, Torosantucci et al, 1991).   

 

O teste de ELISA de inibição é um ensaio imunoenzimático que detecta 

antígenos circulantes, através de anticorpos monoclonais murinos específicos, 

em soro de pacientes com infecções fúngicas invasivas. Este teste foi utilizado 

com êxito no diagnóstico e seguimento sorológico de pacientes com 

paracoccidioidomicose. O teste apresenta alta sensibilidade e especificidade e 

é capaz de detectar antígenos., circulantes em amostras biológicas como soro, 

líquor e lavado brônquico alveolar (Marques da Silva et al., 2003, 2004, 2005, 

2006). 

 

Gomes et al. (1998) utilizaram o teste de ELISA de inibição para o 

diagnóstico de pacientes com histoplasmose por meio da detecção do antígeno 

de 69-70 kDa, apresentando sensibilidade de 71% e especificidade de 98% em 

amostras de urina. Na e Song (1999) analisaram três métodos de 

imunodiagnóstico, ELISA convencional, ELISA de captura e ELISA de inibição 

utilizando anticorpo monoclonal contra aspartil preteinase secretada em 

exoantígenos de C. albicans para o diagnóstico de pacientes com candidiase 

invasiva. Os resultados indicaram que o teste de ELISA de inibição foi mais 

efetivo, com sensibilidade 94% e especificidade de 96%, sendo o método de 

escolha no diagnóstico e monitoramento do tratamento de pacientes com 

candidiase invasiva. 
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Para atingir nosso principal objetivo iniciamos os estudos com o teste  de 

ELISA de inibição em modelos experimentais de candidemia. Inicialmente 

produzimos anticorpos policlonais em coelhos contra a glicoproteína de 65 kDa 

de C. albicans comum à C. parapsilosis e C. tropicalis, previamente purificada 

por eletroeluição de gel de SDS-PAGE. Utilizamos o modelo murino de 

candidemia para iniciar o teste de detecção de antígenos. No modelo murino 

experimental de candidemia, infectamos dois grupos de camundongos. O 

primeiro grupo foi infectado com uma cepa de C. albicans padrão ATCC e o 

segundo grupo foi infectado com uma cepa isolada de hemocultura de paciente 

com candidemia. Em ambos os grupos, amostras de sangue foram coletas 

durante três dias consecutivos, após infecção. Detectamos o antígeno 

circulante de 65 kDa nos dois grupos. Não houve diferença significativa entre o 

grupo infectado com a cepa padrão e o infectado com a cepa isolada de 

hemocultura. Escolhemos a cepa padrão para dar continuidade aos 

experimentos. Concomintantemente, dois soros de pacientes com candidemia 

foram testados e em ambos o teste foi capaz de detectar o antígeno de 65 kDa.   

 

Verificada a capacidade de detecção do antígeno circulante de 65 kDa 

pelo teste de ELISA de inibição, nosso próximo passo foi determinar a partir de 

quanto tempo, após o animal ser infectado com o fungo, poderia se detectar o 

antígeno na circulação. Para este experimento, utilizamos o modelo de 

candidemia experimental em coelhos. Os coelhos foram infectado com C. 

albicans (ATCC) e o soro coletado de 3 em 3 horas a partir da infecção e, após 

as primeiras 12 horas, de 24 em 24 horas. Observamos que nas primeiras três 

horas de infecção, o antígeno circulante era detectado no soro, porém, 

observamos um “clearence” do antígeno em algumas amostras de soros, 

alternando entre clareamento e aparecimento da proteína circulante. O pico de 

detecção do antígeno ocorreu no quarto dia de infecção, atingindo 

concentração de 4,5 µg/ml.  

 

Para aumentar a sensibilidade e especificidade do teste utilizamos a 

tecnologia para a obtenção de hibridomas produtores de anticopos 

monoclonais contra antígenos específicos. Foi produzido um anticorpo 
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monoclonal contra a molécula de 65 kDa de C. albicans comum à C. 

parapsilosis e C. tropicalis. A escolha do antígeno baseou-se nos estudos 

anteriores realizados com sucesso na detecção do antígeno em modelos 

experimentais de candidemia com anticorpos policlonais.  

 

O ensaio de caracterização do anticorpo monoclonal contra molécula de 

65 kDa de C. albicans revelaram que ele pertence ao isotipo IgG-1 e que se 

liga aos epítopos protéicos da molécula de 65 kDa presente em C. albicans, C. 

tropicalis e C. parapsilosis.   

 

Selecionado o MAb contra a gp65 de C. albicans, C. tropicalis e C. 

parapsilosis, realizamos o teste de ELISA de inibição para detecção de 

antígenos circulantes no modelo murino de candidemia. Camundongos 

imunossuprimidos foram infectados com C. albicans, C. tropicalis e C. 

parapsilosis e seus soros coletados diariamente para detecção de antígeno 

circulante. No grupo infectado com C. albicans observou-se um pico de 

detecção de 2,6 µg/ml no primeiro dia de infecção e um possível “clearence” 

nos dias consecutivos, com diminuição da carga antigênica, seguido de um 

aumento na última amostra de soro. No grupo infectado com C. tropicalis 

observou-se um pico de detecção de 3,25 µg/ml de antígeno circulante e um 

possível “clearence” do antígeno durante a candidemia até negativar na última 

amostra no 5º dia. No grupo infectado com C. parapsilosis observou-se um pico 

de detecção de 1,68 µg/ml e, em seguida, uma queda e subseqüente aumento 

de antígeno que, em seguida diminuiu e tornou a aumentar. Os animais 

sobreviveram até o 9º dia.  Nos três grupos o teste de inh-ELISA detectou 

antígenos circulantes em quase todas as amostras de soros. A dinâmica de 

antigenemia pela proteína de 65 kDa foi diferente em cada grupo estudado, 

mas foi observado que em cada grupo houve um clareamento do antígeno, 

dados que reforçam os experimentos com anticorpos policlonais.  

 

 Uma vez confirmada a especificidade do anticorpo monoclonal e a 

capacidade do teste detectar o antígeno circulante no soro dos camundongos, 
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nossos esforços se dirigiram para a detecção de antígeno circulante em soros 

de pacientes suspeitos de candidemia. 

 

As amostras de soro de pacientes foram coletadas no momento em que 

o sistema de cultura de sangue (BactecTM 9240) indicou a presença de 

leveduras e também nos dias consecutivos. Em alguns casos, as amostras 

foram coletadas antes de determinada a infecção por Candida spp. pelo 

BacTec. Ao total 20 pacientes suspeitos de candidemia estudados, o teste 

apresentou positividade para a presença do antígeno circulante em 16 (80%) 

pacientes, detectado em concentrações variando de 0,075 a 5,0 µg/ml, no 

momento em que o Bactec foi positivo. Observamos três diferentes dinâmicas 

de antigenemia da molécula de 65 kDa nestes pacientes; quatro pacientes 

apresentaram um clareamento total da molécula após o tratamento com drogas 

antifúngicas. A concentração da molécula de 65 kDa na última amostra testada 

foi inferior a 0,11µg/ml; cinco pacientes apresentaram um clareamento inicial, 

após o tratamento antifúngico e reincidiva da antigenemia (com excessão do 

paciente número 1); sete pacientes apresentaram clareamento parcial da 

antigenemia, onde a concentração da molécula de 65 kDa na última amostra 

testada foi superior a 0,25 µg/ml. Observamos que os pacientes que 

persistiram com a antigenemia, em níveis superiores a 0,25 µg/ml após o 

tratamento antifúngico, não sobreviveram, provavelmente pela ineficácia do 

tratamento na redução da carga fúngica no sangue dos pacientes. 

 

Observamos que houve “clearence” do antígeno em soros de alguns 

pacientes, o que pode ser explicado pela resposta imune do hospeiro e pelo 

rápido clearence renal. Das amostras de soros dos pacientes com candidemia 

foram isoladas quatro espécies de Candida, C. albicans, C. parapsilosis, C. 

tropicalis e C. krusei. Entretanto, o antígeno foi detectado apenas nos soros em 

que se isolaram C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis o que demonstra 

que o anticorpo monoclonal é específico a estas três espécies. Com uma 

exceção, quando o Bactec foi positivo e o isolado foi C. albicans, não se 

conseguiu detectar o antígeno de 65 kDa. Os outros três casos em que não se 

detectou o antígeno foram onde se isolaram C. grablata e C. kefyr. Na C. 
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grablata o MAb anti-gp65 não reconhece a molécula de 65 kDa (Não testamos 

o exoantígeno da C. kefyr, por essa espécie ser raramente isolada de 

pacientes). Observamos que houve reação cruzada do MAb anti-65 kDa de C. 

albicans com dois soros de pacientes com paracoccidioidomicose, mas 

acreditamos que essa reação cruzada não interfira no diagnóstico do paciente 

com candidemia, porque os sinais clínicos dos pacientes com candidemia são 

diferentes dos pacientes com paracoccidioidomicose.   

 

É nossa opinião de que em condições favoráveis do paciente internado 

na UTI e com suspeita forte de candidemia, faça-se o teste para a pesquisa do 

antígeno antes mesmo da positividade do Bactec. Em 3 ocasiões quando foi 

possível a coleta de soro do paciente antes mesmo da positividade do Bactec, 

conseguimos detectar a presença do antígeno. Isso pode dar informações ao 

médico de que a Candida spp se instalou no paciente e que a terapêutica 

antifúngica pode ser iniciada. É importante um segmento sorológico dos 

pacientes devido a ausência da proteína circulante em algumas amostras 

analisadas. 

 

A próxima pergunta que se fazia necessário era saber se a molécula de 

65 kDa possuia algum papel biológico no sistema. O primeiro ensaio realizado 

foi determinar se o MAb anti-65kDa tinha ação sobre o crescimento in vitro de 

células de C. albicans. Células de C. albicans foram tratadas com diferentes 

concentrações de anticorpos monoclonais e observamos que não houve 

mundanças significaticas no crescimento em meio ágar-Sabouraud das células 

fúngicas em relação às células não tratadas. 

 

 Em um segundo experimento pesquisamos a influência do anticorpo 

monoclonal da classe IgG1 em células de C. albicans, in vivo, para determinar 

um provável potencial de proteção contra candidemia. Casadevall et al., (1992), 

definiram que a proteção eficaz contra infecção fúngica é dependente dos 

isotipos, em ordem de eficácia, IgG 1 > IgM > IgG3. Anticorpos IgG1 contra a 

GXM, principal constituinte da cápsula de Cryptococcus neoformans são 
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protetores  em diversos modelos experimentais de criptococose (Dromer et al, 

1987a, Mukherjee et al, 1994, Casadevall, 1997). Anticorpos monoclonais IgG1 

produzidos contra uma glicoproteína de Aspergillus fumigatus mostraram 

atividade fungicida contra outras espécies de Aspergillus ( A. niger, A. flavus e 

A. terreus) (Chatuverdi et al, 2005). Na paracoccidioidomicose experiemental, 

anticorpos monoclonais  IgG 1 dirigidos contra a gp70 de P. brasiliensis 

suprimiram o desenvolvimento da doença (de Mattos Grosso et al., 2003)  

 

Na histoplasmose, Nosanchum et al. (2003) administraram  anticorpo 

monoclonal, gerado contra antígeno de superfície de H. capsulatum, em 

camundongos e depois infectaram com o fungo observando que houve 

diminuição da carga fúngica e inflamação nos pulmões. Na 

paracoccidioidomicose, de Mattos-Grosso et al. (2003) injetaram anticorpos 

monoclonais contra a gp70 três dias antes da infecção e o tratamento 

continuou em intervalos de 72 horas durante 45 dias. Usando essa estratégia 

de imunização eles verificaram que houve redução na carga fúngica nos 

pulmões.  

 

Para determinar um possível potencial de proteção do anticorpo 

monoclonal tratamos camundongos previamente imunossuprimidos com quatro 

concentrações distintas de MAb anti-65 kDa de C. albicans e os infectamos 

com células vivas de C. albicans.  Após três semanas, os camundongos foram 

sacrificados, retirados os rins, pulmão, baço e fígado, e determinadas as UFCs 

dos órgãos. Observamos que os rins foram os órgãos que apresentaram maior 

predominância de células fúngicas entre os quatro grupos e que os grupos de 

camundongos tratados com 0,1 mg e 1 mg de MAb/ml apresentaram aumento 

da quantidade de células fúngicas, principamente no pulmão e baço quando 

comparados com o grupo não tratado e com o grupo tratado com concentração 

de 0,5 mg/ml de MAb. Não houve diminuição fúngica significativa entre os 

grupos tratados e não tratados com o anticorpo monoclonal, sugerindo que o 

anticorpo monoclonal não apresenta papel de proteção contra a doença. 
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Os anticorpos monoclonais produzidos contra antígenos específicos, além 

de serem empregados nos estudos da resposta imune humoral contra 

agentes infecciosos, são importantes ferramentas utilizadas na 

caracterização de antígenos. Assim, utilizamos o Mab contra a molécula de 

65 kDa para localizar o antígeno de 65 kDa nas células leveduriformes de C. 

albicans através de ensaios de imunofluorescência e microscopia eletrônica.  

Os ensaios revelaram que esse antígeno está presente na superfície do 

fungo e sua distribuição não é uniforme, pois foi possível observar sua 

localização de modo pontual nas células. Visto que essa proteína é 

secretada, esse comportamento pontual pode estar associado aos pontos de 

secreção da proteína, ou seja, transitoriamente aderida à parede celular do 

fungo, como acontece com a maioria das proteínas secretadas por fungos 

(Klis, 1994).  

 

 O relacionamento de ligantes no tecido hospedeiro por microrganismos 

patogênicos parece ser essencial para a sobrevivência do patógeno. Um 

microrganismo que consegue aderir às células epiteliais ou às células 

endoteliais dos vasos sanguíneos pode evitar a sua eliminação desses locais. 

A aderência ao tecido hospedeiro é um pré-requisito para a disseminação dos 

microrganismos patogênicos. Os fungos patogênicos apresentam diversas 

adesinas na sua superfície, logo são capazes de aderir à várias células e de 

interagir com inúmeros ligantes do hospedeiro, como fluídos biológicos, a 

matriz extracelular e a membrana basal (Tronchin et al, 2008).  

 

Tanto em bactérias como em fungos, as adesinas têm papel 

fundamental nos vários processos infectivos. Vários trabalhos procuram 

elucidar os mecanismos e as prováveis adesinas de fungos como em C. 

albicans (Cotter et al., 1998; Gaur et al., 1999; Gaur e klotz, 1997), Aspergillus 

fumigatus (Coulot et al., 1994; Gil et al., 1996; Peñalver et al., 1996; Wasylnka 

et al., 2000); Histoplasma capsulatum (Mcmahon et al., 1995); Cryptococcus 

neoformans (Rodrigues et al., 2003); Pneumocystis carinii (Kottom et al., 2003); 

Sporothrix schenckii (de Lima et al., 2001); Penicillium marneffei (Hamilton et 

al., 1998, Hamilton et al., 1999) e Paracoccidioides brasiliensis (Mendes-
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Giannini et al., 1994, Vicenti et al., 1994; Hanna et al., 2000; Andreotti et al., 

2005; Mendes-Giannini et al., 2006). 

 

Glicoproteínas presentes na superfície de fungos que apresentam 

características de adesão à matriz endotelial e que estão envolvidas na 

patogenicidade foram descritas para diversos fungos patogênicos. Coccidioides 

immitis possui um gene SOWgp que codifica uma glicoproteína de parede 

celular, que medeia sua adesão  com as proteínas de matriz extracelular ( 

laminina>fibronectina>colágeno). Uma  cepa mutante, nocaute para o gene  

Sowgp é menos virulenta que a cepa selvagem e essa característica foi 

restaurada na cepa mutante no qual o gene foi reconstituído, o que sugere a 

modulação da resposta imune por essa adesina (Hung et al., 2002). Brandhorst 

et al. (1999) usaram de estratégia semelhante e descreveram que o antígeno 

imundominante WI-1 do fungo dimórfico Blastomyces dermatitidis está 

envolvido na adesão  e virulência, pois a deleção do gene que codifica para WI-

1 extinguiu a virulência em camundongos, prejudicou a ligação e a entrada do 

fungo nos macrófagos e também perda da aderência ao tecido epitelial. Porém, 

essas propriedades foram restabelecidas nas cepas mutantes que tiveram o 

gene restaurado.  

 

No sistema P. brasiliensis o entendimento das interações entre o fungo 

com os tecidos do hospedeiro depende do estudo dos diferentes passos que 

permeiam o processo de colonização, especialmente a adesão celular à 

proteínas do hospedeiro. A susceptibilidade do hospedeiro depende em parte 

do dano epitelial que expõe a membrana basal. Levando-se em consideração a 

arquitetura da matriz extracelular, temos que a membrana basal logo abaixo do 

epitélio e células endoteliais podem ser expostas por injúria tecidual, 

aumentando o acesso para a laminina e o colágeno tipo IV. Depois disso, uma 

vez que o fungo transpassa a membrana basal encontra a fibronectina e 

colágeno tipo I no espaço intersticial. Se o fungo ganhar acesso ao espaço 

intravascular, ele encontrará fibronectina plasmática (Gil et al., 1996). 
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Para verificarmos se a molécula de 65 kDa de C. albicans estava 

relacionada à adesão do fungo à matriz endotelial foi realizado ensaio de 

Western blot com a molécula purificada. Verificamos que ela se adere à 

fibronectina, componente de matriz endotelial, sugerindo possível papel de 

adesão da molécula de 65 kDa de C. albicans, indicando mecanismos de 

sobrevivência e virulência, e que o reconhecimento da fibronectina poderia ser 

o primeiro passo no ataque, migração e subseqüente invasão. 

 

Concluímos esse trabalho mostrando que o teste de ELISA de inibição é 

útil para detecção da molécula de 65 kDa de Candida albicans circulante em 

soro de pacientes com candidemia. O teste mostrou ser sensível, detectando 

nanogramas da proteína circulante nos soros de pacientes com diagnóstico de 

candidemia ( ocasionadas por C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis) e, em 

alguns casos, em soros com pré-diagnóstico de candidemia por hemocultura. O 

teste pode ser otimizado realizando análise de soros sequênciais dos 

pacientes, porque o rápido clareamento do antígeno da circulação pode gerar 

um resultado falso-positivo quando é analisado apenas uma única amostra de 

soro. A detecão da molécula de 65 kDa mostrou ser uma nova opção para o 

diagnóstico das candidemia causadas por C. albicans, C. parapsilosis e C. 

tropicalis, possibilitando diagnóstico precoce e o acompanhamento da 

fungemia nos pacientes. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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