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IDENTIFICAÇÃO E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DE LEVEDURAS ISOLADAS 

DE SUPERFÍCIES E MÃOS DE PROFISSIONAIS EM UTI DE UM HOSPITAL NA 

REGIÃO NOROESTE DO PARANÁ. 

RESUMO 

Infecções relacionadas à Assistência à Saúde (IrAS), tem sido um problema de âmbito 

mundial. A Unidade de Terapia Intensiva (UTI) é o local mais vulnerável à ocorrência de 

IrAS devido às características e gravidade dos pacientes. Candida albicans é a espécie de 

levedura mais isolada em IrAS no entanto outras espécies estão emergindo como C. 

parapsilosis que tem sido apontada em vários estudos como agente causador de  IrAS em UTI 

neonatal. Este estudo teve como objetivo verificar se mãos de servidores e superfícies de um 

hospital da região noroeste do Paraná são reservatórios de leveduras implicadas em IrAS. Para 

coleta das 98 superfícies foram utilizados Swab´s umedecidos em salina, e para coleta das 114 

mãos foram utilizados sacos plásticos contento água destilada. A identificação foi realizada 

por microcultivo em ágar fubá Tween-80 e pela técnica PCR-RFLP amplificação do gene 

secundário ácool-desidrogenase (SADH), seguido de digestão com a enzima de restrição BanI. 

Foram isoladas leveduras em 47% das amostras de superfícies, sendo 21,42% identificadas 

como C. parapsilosis stricto sensu. Das amostras de mãos 75,4% das amostras foram 

positivas para leveduras, sendo 49,12% identificadas como C. parapsilosis stricto sensu. Foi 

possível identificar ainda 9 C. albicans (4,3%); 9 C. tropicalis (4,3%); 5 C. krusei (2,2%); 3 

C. glabrata (1,3%). A análise das repetições microssatélites utilizando marcadores CP1, CP6 

e B5 mostrou 76 genótipos diferentes, formando 13 agrupamentos. O teste de concentração 

inibitória mínima foi realizado através da técnica de microdiluição em caldo, e indicou que C. 

parapsilosis foi sensível a anfotericina B, fluconazol e voriconazol e, menos sensível à 

micafungina. Os resultados encontrados mostraram que não há uma fonte comum de 

contaminação na UTI adulto do hospital em estudo. 

 

Palavras-chave: Candida, Reação em Cadeia da Polimerase, Infecção hospitalar, Superfícies, 

Mãos. 
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ABSTRACT 

 

IDENTIFICATION AND SUSCEPTIBILITY PROFILE OF YEASTS ISOLATED FROM 

SURFACES AND HANDS OF HEALTHCARE WORKERS IN ICU OF A HOSPITAL 

FROM THE NORTHWEST OF PARANA STATE. 

 

Infection related Health Care (IrAS), has been a worldwide problem. The Intensive Care Unit 

(ICU) is the most sensitive to the occurrence of IrAS due to the characteristics and severity of 

the treated patients. Candida Albicans is the most common species isolated, however there are 

reports that other species are emerging in this environment. C. parapsilosis has been 

investigated by the high rate of IrAS in the neonatal ICU. This study aimed to verify if hands 

of healthcare workers server and surfaces of a hospital from the northwestern of Parana state 

are reservoirs of the main yeasts involved in IRAs. The yeasts found, 45.3% were identified 

as C. parapsilosis sensu stricto. The identification was by microculture on corn-

meal agar supplemented with tween 80 and by amplification of the secondary alcohol 

dehydrogenase-encoding gene (SADH) followed by digestion with the restriction enzyme 

BanI. The microsatellite repeats analysis with markers CP1, CP6 e B5 showed 76 different 

genotypes, forming 13 groups. The minimum inhibitory concentration test was performed by 

broth microdilution technique indicated that C. parapsilosis was sensitive to amphotericin B, 

fluconazole and voriconazole, and was less sensitive to micafungin. The results showed that 

there is not a common source of contamination in the adult ICU of the hospital under study. 

 

 

Keywords: Candida, Polymerase Chain Reaction, infection, Surfaces, Hands.  
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CAPÍTULO I 

 

INFECÇÃO HOSPITALAR 

 Infecção hospitalar (IH) ou infecção nosocomial, atualmente com a sugestão de que 

seja denominada Infecções relacionadas à Assistência à Saúde (IrAS), é definida como 

infecção adquirida após a admissão do paciente no ambiente hospitalar, que pode se 

manifestar durante a internação ou após a alta e, está relacionada com a internação ou com 

outros procedimentos hospitalares [1]. 

 Embora conhecida há mais de um século, apenas na metade do século XX houve o 

registro de dados para controle das IrAS. Estudos realizados nos Estados Unidos em 1970 

indicaram que os custos com IrAS atingiam aproximadamente um bilhão de dólares por ano, 

sendo que  35% dessas infecções poderiam ser prevenidas [29]. Ainda hoje, a incidência de 

IrAS tem se tornado fator determinante no aumento do tempo de internação, do índice de 

morbidade e mortalidade, além de elevar o custo direto e indireto do tratamento médico 

hospitalar [2,3]. 

 As IrAS podem ser primárias, quando resultam da introdução na corrente sanguínea 

de micro-organismos, ou secundárias, quando provém de uma infecção já presente no corpo 

[29]. Os micro-organismos implicados nas IrAS podem ser de origem endógena, ou seja, 

infecções por micro-organismos colonizantes, ou exógena, quando o micro-organismo tem 

origem externa à microbiota do paciente infectado [4]. 

De modo geral, um conjunto de fatores contribui para a ocorrência das IrAS, entre 

outros, fatores externos ao paciente, como higienização insuficiente das mãos [5], cuidados 

inadequados do ambiente hospitalar, bem como dos objetos de rotina [6,7,8] a falta, ou uso 

inadequado de equipamentos para proteção individuais (EPIs), e fatores ligados ao paciente 

como subnutrição [9], uso empírico de antibióticos de amplo espectro, debilidade do sistema 

imunológico[10]. 

Em 1843, Oliver Wendell Holmes sugeriu que a febre puerperal seria transmitida por 

mãos de médicos que realizavam os partos. Alguns anos depois, em 1850, Ignaz 

Semmelweiss, em Viena, demonstrou que a lavagem de mãos antes da realização de 
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procedimentos cirúrgicos prevenia a ocorrência de muitas infecções, inclusive a febre 

puerperal. [29].  

Estudos evidenciam a preocupação do profissional em não se expor ao risco de 

adquirir doenças e, então o uso de luvas de procedimento acaba sendo para proteção do 

profissional. Quando o profissional, ao descalçar as luvas, deixa de lavar as mãos segundo o 

protocolo pré-estabelecido, acaba contaminando as novas luvas, podendo transferir micro-

organismos patógenos a outros locais inclusive outros pacientes [31,33]. 

O ambiente hospitalar no qual o paciente está mais susceptível a IrAS é a unidade de 

tratamento intensivo (UTI), onde procedimentos invasivos são rotineiros. Em 2009, Karabey 

et al verificaram, em um hospital de ensino em Istambul, que a frequência de higienização das 

mãos da equipe multiprofissional que atuava na UTI estava muito aquém do necessário, 

refletindo em aumento de IrAS especialmente de Staphylococus aureus resistente à meticilina 

(MRSA) [33].  Em um estudo realizado no Brasil verificou-se que a frequência de leveduras 

em mãos de profissionais de uma maternidade em Jundiaí-SP, foi de 19,2% e constituída por 

espécies do gênero Candida, sendo que, no período da pesquisa ocorreram três óbitos devido 

a infecção por Candida sp [30]. 

 

LEVEDURAS DE INTERESSE MÉDICO 

Leveduras são micro-organismos eucariotos presentes em diversos ambientes, 

inclusive fazendo parte da microbiota humana. Estes micro-organismos, em sua maioria, se 

reproduzem através de brotamentos ou cissiparidade, formando blastoconídios, uma unidade 

reprodutiva assexuada. Entretanto, há leveduras que podem se reproduzir também de forma 

sexuada [32]. 

Em um levantamento realizado em hospitais nos Estados Unidos da América, os 

fungos foram considerados responsáveis por 9,5% das infecções nosocomiais de corrente 

sanguínea e, as leveduras do gênero Candida spp foram apontadas como os agentes 

infecciosos em  9% das mortes provocadas por IrAS [36,44]. 

As leveduras passaram da condição de sapróbios a patogênicos (micro-organismos de 

interesse médico). Este fato pode estar ligado ao hospedeiro, ou não. No ambiente hospitalar 

há grande incidência de infecção por esses patógenos, onde a microbiota nosocomial é rica em 
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fungos em princípio considerados contaminantes. Entre tantos pode ser citada Rhodotorula 

spp que é uma levedura de origem ambiental caracterizada por células esféricas, ovóides e 

alongadas e se reproduzem por brotamento multilateral. Possuem pigmentos carotenóides, 

vermelhos ou amarelos em culturas jovens [32]. Ramos et al (2012), relatam dois casos de 

fungemia por Rhodotorula sp, sendo que um deles culminou em óbito do paciente [51]. 

Outro contaminante, Trichosporon asahii, é um tipo de levedura cuja cultura tem 

aspecto de cera, coloração creme, crescimento moderado em ágar-Sabouraud. Frequentemente 

isolado do ambiente, principalmente do solo e madeira em decomposição [32]. Yong et al 

(2012), reportam um caso de hemocultura positiva para C. glabrata e, posteriormente T. 

asahii, levando o paciente à morte [39]. 

Apesar de vários gêneros estarem envolvidos, Candida sp é o mais frequente em IrAS 

no Brasil e no mundo, Candida albicans ainda é agente infeccioso mais comum [44,11]. No 

entanto, nos últimos anos vem sendo observado aumento na frequência de infecções por 

outras espécies, hoje conhecidas como Candida não-C. albicans (CNCA) [11,12,19].  

Estudo realizado na Argentina entre 2007 e 2008 apontou que, das 461 leveduras 

recuperadas em culturas de sangue, apenas 38,4% foram identificadas como C. albicans 

enquanto 52,7% eram CNCA distribuídas da seguinte forma: C. parapsilosis 26,0%, C. 

tropicalis 15,4%, C. glabrata 4,3%. Outras espécies incomuns foram encontradas, como C. 

pelliculosa, C. guilliermondii 1,5%, C. dubliniensis 0,9%, C. lusitaniae e C. viswanathii 

0,6%, C. haemulonii e C. krusei 0,4%, C. famata, C. fermentati, C. inconspicua, C. kefyr 

0,2% [37]. 

Em cateteres venosos de pacientes internados em UTI de Hospital de ensino em 

Maringá, Paraná, além de C. albicans, foram encontradas C. parapsilosis, C. tropicalis, C. 

glabrata [20]. 

Weichert et al, (2012) reportaram um caso de infecção fúngica por C. kefyr em bebê 

neonatal [34]. Estes fatos podem estar associados à pressão seletiva, causada pelo uso de 

antifúngicos não específicos, principalmente os azólicos. Estudos mostram que algumas 

espécies, como C. glabrata e C. krusei desenvolveram resistência aos antifúngicos comerciais 

que são amplamente utilizados [16]. 
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Candida parapsilosis 

Considerada uma levedura oportunista, é capaz de causar candidíase superficial e 

sistêmica em pacientes imunocomprometidos. Em testes com camundongos, C. parapsilosis 

foi apontada como causa de lesões gastrintestinais e viscerais [32]. 

Um levantamento realizado entre 2001 e 2005 em 124 centros médicos, abrangendo 

várias regiões do mundo, sobre variação na frequência de C. parapsilosis por regionalização 

geográfica foi observado que de 141.383 isolados de Candida sp a partir de amostras de 

sangue, 6,6% foram identificadas como C. parapsilosis [42]. Em estudos realizados na Itália, 

e em Izmir-Turquia, C. parapsilosis foi o terceiro patógeno em infecção sanguínea por 

Candida sp [40,41]. 

Em 2005 foram definidos formalmente duas novas espécies, que juntas comporiam o 

complexo Candida parapsilosis.  Em razão das diferenças genotípicas, essas espécies foram 

denominadas Candida metapsilosis e Candida orthopsilosis. A partir de então, ao citar o 

complexo sem diferenciação interna de espécies deverá ser acrescentado a expressão lato 

sensu, quando a identificação de C. parapsilosis levar em consideração a diferenciação dentro 

do complexo, sugere-se que seja acrescentado o termo stricto sensu. Para identificação do 

complexo é necessário aplicação de técnicas moleculares [43]. 

No Brasil, um estudo retrospectivo dos casos de candidemia entre 1998 a 2007, C. 

parapsilosis stricto sensu foi considerada a segunda causa de infecção sanguínea. Neste 

estudo 3% foram identificadas como C. orthopsilosis e não foram encontradas C. metapsilosis 

[44].  Em uma UTI neonatal foram registrados 36 casos de candidemia por C. parapsilosis, no 

período de sete anos, sendo que três desses pacientes acabaram em óbito. Neste mesmo estudo 

foram avaliadas amostras de mãos da equipe, das quais foi possível isolar uma amostra de C. 

orthopsilosis. Não houve relação entre os isolados clínicos e os isolados de mãos dos 

servidores, no entanto foi possível observar que em alguns casos houve mais de uma fonte de 

contaminação, sugerindo que o cuidado materno ou o ambiente possa ter contribuído na 

formação de reservatórios desse patógeno [45]. 

SENSIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS 

Inicialmente o tratamento das infecções fúngicas superficiais era realizado com iodo, 

ácido salicílico, ácido benzóico, iodeto de potássio e iodeto de sódio. Com o desenvolvimento 
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da Química Farmacêutica, outras drogas com atividade antifúngica foram descobertas, 

incluindo produtos de síntese orgânica e os obtidos por biossíntese [32] 

A realização de ensaios in vitro permite avaliar a atividade do antifúngico, que pode 

ser fungistática, quando inibe o crescimento, ou fungicida, quando causa a morte do fungo.  

As drogas frequentemente utilizadas são: os derivados azólicos,  demetilam o carbono 

14 do esterol da parede celular do fungo, promovendo consequentemente a perda de 

constituintes celulares, bem como, causando falhas na absorção de nutrientes extracelulares 

importantes; as equinocandinas, que atuam inibindo a síntese da β-(1,3)-D-glucana, um 

importante componente da parede celular do fungo; e os poliênicos, que agem lesando a 

membrana citoplasmática do fungo, interferindo em sua permeabilidade [11,32,49,50]. 

Os testes de sensibilidade são padronizados por dois institutos reconhecidos, na 

América pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI) e na Europa pelo European 

Committe on Antibiotic Susceptibility (EUCAST) [47,48]. 

Estudos mostram que Candida parapsilosis stricto sensu, não tem apresentado 

sensibilidade frente a micafungina, podendo inclusive, agir como agente de seleção de cepas 

resistentes. C. orthopsilosis  e C. metapsilosis  são mais sensíveis á micafungina [35]. 

 

TÉCNICAS MOLECULARES APLICADAS À EPIDEMIOLOGIA DE FUNGOS 

A identificação e discriminação de subpopulações de uma espécie de micro-

organismos são indispensáveis para reconhecimento de surtos de infecção, detecção de 

transmissão cruzada de patógenos nosocomiais, acompanhamento da rota de transmissão de 

infecções entre outras importâncias epidemiológicas. Muitas técnicas moleculares que são 

utilizadas para esse fim baseiam-se na separação de fragmentos ou moléculas de DNA, que 

diferem em tamanhos ou número [21,26,32]. 

Vários segmentos, aparentemente sem função específica, se repetem ao longo do 

DNA, apresentando variações específicas em cada indivíduo, como uma impressão digital do 

DNA. Cerca de 30% desses segmentos estão dispostos em regiões no genoma que apresentam 

seqüências repetitivas de nucleotídeos, e por isso são denominadas regiões microssatélites 

[52].  
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Com a utilização de iniciadores que flanqueiam as regiões de microssatélites é 

possível analisar várias regiões simultaneamente através da amplificação por produtos de 

reação de polimerização em cadeia (PCR) assim, a análise de microssatélites passa a ser uma 

importante ferramenta de investigação e, uma técnica de alto poder discriminatório para 

diferenciação de micro-organismos de mesma espécie [21,53].  

Outra técnica realizada para diferenciação de micro-organismos do mesmo gênero é 

análise das variações de tamanho de fragmentos de DNA gerados por digestão com 

endonuclease de restrição (RFLP), onde são detectados variações de sequência no genoma, 

utilizando endonuclease para amostrar pequenos trechos de DNA amplificado por PCR. As 

endonuclease são enzimas que reconhecem sequencias específicas e cortam o DNA nas 

proximidades do sítio de reconhecimento. Estes foram os primeiros marcadores utilizados 

para estudo de comparação de diferentes isolados [26,32]. 

 

JUSTIFICATIVAS 

Infecções relacionadas à Assistência à Saúde (IrAS) têm sido um dos maiores 

problemas na saúde pública, tanto em países desenvolvidos como em desenvolvimento, 

elevando o custo e o tempo de permanência hospitalar. 

O crescente número de óbitos entre pacientes hospitalizados provenientes de infecções 

por leveduras tem levado profissionais da saúde a buscar alternativas para medidas de 

controle. Nesse caso, a diferenciação entre aquisição exógena e endógena é importante, para 

que se possam instituir medidas apropriadas de controle e prevenção na transmissão 

horizontal de leveduras. Nesse quesito, as técnicas moleculares são ferramentas importantes 

na identificação de possíveis reservatórios de agentes infecciosos.   

O uso de antifúngicos inespecíficos ou em subdosagem permite a seleção de micro-

organismos resistentes. Portanto, a realização de testes para determinar a concentração 

inibitória mínima de cada antifúngico é importante, tanto para ampliar o conhecimento sobre 

a patogenicidade como auxiliar no monitoramento em ações de vigilância visando a 

prevenção das infecções. 



 20

Estudos nesse sentido contribuem para a conscientização da importância da lavagem 

correta das mãos, bem como da limpeza adequada dos fômites hospitalares, medidas de 

extrema importância na prevenção do carreamento de patógenos. 

 

OBJETIVOS 

GERAL 

Avaliar o índice de colonização por leveduras em mãos da equipe de saúde e em 

superfícies da UTI de um hospital da região noroeste do Paraná e, conscientizar sobre a 

importância de medidas preventivas contra infecção hospitalar por leveduras. 

 

ESPECÍFICOS 

Analisar a frequência e diversidade de leveduras do gênero Candida sp presentes nas 

mãos da equipe de saúde que atua na UTI do hospital em estudo. 

Determinar o perfil de sensibilidade de leveduras isoladas aos antifúngicos mais 

utilizados na prática médica. 

Distinguir as leveduras do complexo C. parapsilosis dos isolados de mão e 

superfícies. 

Divulgar os dados encontrados para contribuir com o controle de leveduras resistentes 

aos antifúngicos no ambiente hospitalar. 
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COMPLEXO Candida parapsilosis ISOLADO DE SUPERFÍCIES HOSPITALARES E 

DE MÃOS DE PROFISSIONAIS EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA 

ADULTO. 

Candida parapsilosis COMPLEX ISOLATED FROM HOSPITAL SURFACES AND 

HANDS OF WORKERS IN AN ADULT INTENSIVE CARE UNIT. 

E. M. S. Bettega, 1, E. S. B. Mansano1, P. Bonfim-Mendonça2, A. Fiorini1, F. Tobaldini1, T. I. 
E. Svidzinski3 

Resumo: 

No ambiente hospitalar há uma grande preocupação com as infecções causadas por leveduras, 
pois a microbiota nosocomial é rica em fungos em princípio considerados contaminantes. 
Candida albicans é a espécie de levedura mais encontrada em infecções hospitalares, porém, 
nos últimos anos vêm sendo observado aumento na frequência de infecções por outras 
espécies de Candida não-Candida albicans (CNCA). Este estudo teve como objetivo verificar 
se mãos de servidores e fômites de um hospital terciário no Paraná-Brasil são reservatórios 
das principais leveduras implicadas em Infecções Hopitalares Adquiridas. Para coleta das 
superfícies foram utilizados Swabs umedecidos em salina, e para coleta das mãos foram 
utilizados sacos plásticos contento água destilada. A identificação foi realizada por 
microcultivo em ágar fubá Tween-80 e pela técnica PCR-RFLP amplificação do gene 
secundário álcool-desidrogenase (SADH), seguido de digestão com a enzima de restrição 
BanI. Foram isoladas leveduras em 47% das amostras de superfícies, sendo 21,42% 
identificadas como C. parapsilosis stricto sensu. Das amostras de mãos 75,4% das amostras 
foram positivas para leveduras, sendo 49,12% identificadas como C. parapsilosis stricto 
sensu. A análise das repetições microssatélites utilizando os marcadores CP1, CP6 e B5 
mostrou 76 genótipos diferentes, formando 13 agrupamentos. O teste de concentração 
inibitória mínima foi realizado através da técnica de microdiluição em placa indicou que C. 
parapsilosis foi sensível a anfotericina B, fluconazol e voriconazol, e menos sensível à 
micafungina. Os resultados encontrados mostraram que não há uma fonte comum de 
contaminação na UTI adulto do hospital em estudo. 

Palavras-chave: Candida, Reação em Cadeia da Polimerase, Infecção hospitalar, Superfícies, 
Mãos. 
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Abstract: 

 

In the hospital environment there is a major concern with yeast infection because the 

nosocomial flora is rich in fungi considered usually contaminants. The most isolated yeasts 

species found in hospital infections is Candida albicans, but in recent years has been 

observed an increased frequency of infections by other non-albicans Candida (NAC) species. 

This study aimed to verify if hands of healthcare workers server and surfaces of a hospital 

from the northwestern of Parana state are reservoirs of the main yeasts involved in IRAs. The 

identification was by microculture on corn-meal agar supplemented with tween 80 and by 

amplification of the secondary alcohol dehydrogenase-encoding gene (SADH), followed by 

digestion with the restriction enzyme BanI. The yeasts found, 45.3% were identified as C. 

parapsilosis sensu stricto.  The microsatellite repeats analysis with markers CP1, CP6 e B5 

showed 76 different genotypes, forming 13 groups. The minimum inhibitory concentration 

test was performed by broth microdilution technique indicated that C. parapsilosis was 

sensitive to amphotericin B, fluconazole and voriconazole, and was less sensitive to 

micafungin. The results showed that there is not a common source of contamination in the 

adult ICU of the hospital under study. 
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Introdução: 

As leveduras do complexo C. parapsilosis têm sido relatadas com frequência como 

agentes de fungemia no Brasil [1,2,3,4] e no mundo [5,6,7,8,9], sendo a maioria das vezes 

essas infecções são caracterizadas como Infecções Hospitalares Adquiridas IHA. A circulação 

de um determinado micro-organismo no hospital é um dos primeiros fatores predisponentes 

para o estabelecimento das IHA, e por isso tem sempre buscado estratégias para higienização 

de mãos [10,11].  

Estudos revelam que C. parapsilosis ocupa o terceiro lugar de importância em 

infecção sanguínea por Candida spp e tem como principais fontes as mãos de profissionais e 

superfícies hospitalares [5,8,10,11]. Entretanto a maioria destes estudos foi realizada em 

Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), havendo poucos relatos sobre UTI Adulto 

(UTIA). Além disso, pouco é conhecido sobre a distribuição das espécies desse complexo 

entre as leveduras presentes em colonização de mãos e superfícies. Devido ao grande 

envolvimento de C. parapsilosis em Infecções Hopitalares Adquiridas (IHA) é importante a 

identificação do complexo que inclui C. orthopsilosis e C. metapsilosis [13]. 

A identificação e classificação taxonômica de micro-organismos são indispensáveis 

para o reconhecimento de surtos de infecção, detecção de transmissão cruzada de patógenos 

nosocomiais, acompanhamento da rota de transmissão de infecções entre outras importâncias 

epidemiológicas [14].  

O objetivo desse estudo foi identificar leveduras do complexo C. parapsilosis, 

verificar perfil de sensibilidade bem como a similaridade entre as cepas encontradas no 

ambiente da UTIA de um hospital no estado do Paraná-Brasil. 

 Materiais e Métodos: 
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Este estudo foi conduzido em um hospital geral conveniado ao Sistema Único de 

Saúde na região Noroeste do Paraná-Brasil. A enfermaria possui 110 leitos distribuídos em 

cinco especialidades médicas, e outros 16 leitos na UTI Adulto Tipo II, objeto deste estudo, 

onde atuam aproximadamente 60 profissionais em diversas funções. 

Coleta e cultivo das amostras 

No período de Janeiro a Março/2012 foram coletadas 98 amostras de diversas 

superfícies dos 16 leitos presentes na UTIA (teclados de computadores, teclados e botão 

regulador inferior de aparelhos de ventilação mecânica, teclados das bombas de infusão, 

grades protetoras e manivelas de regulagem de altura da maca, superfícies de mesas de apoio 

e do balcão central, estetoscópios, bandejas de medicamentos, pastas de prontuários, torneira 

do bebedouro, telefones, maçanetas de gavetas). Swabs foram umedecidos em salina 

fisiológica adicionada de Tween-80 1% e em seguida foram colocados em contato com a 

região de cada superfície (aproximadamente 10cm2) por aproximadamente 30 segundos em 

movimentos circulares, cada swab foi então inserido em tubos cônicos esterilizados e 

imediatamente transportados, em caixas térmicas, até o laboratório onde foram incubados em 

2ml de caldo Sabouraud acrescido de cloranfenicol por 48h a 25oC.  

A coleta das amostras das mãos dos profissionais foi realizada com utilização de sacos 

plásticos, previamente esterilizados contendo 10ml de água destilada esterilizada. Cada 

participante inseriu as mãos direita e esquerda respectivamente em dois sacos, fazendo 

movimentos de fricção por 30s [15,16]. Os sacos foram amarrados, acondicionados em caixa 

térmicas e imediatamente levados ao laboratório. Foi cultivado 100μl de cada amostra em 

tubos cônicos contendo 2ml de caldo Sabouraud acrescido de cloranfenicol. Foram excluídas 

do estudo pessoas com ferimentos nas mãos ou que haviam lavado as mãos imediatamente 

antes da coleta..  
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 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa envolvendo seres 

humanos, protocolo CAAE 0448.0.093.000-11.  

Para os dois tipos de amostra, alíquotas do caldo Sabouraud foram semeadas em ágar 

base modificado HiCrome Candida (Himedia-India) e incubadas por 48h a 25oC, para triagem 

das colônias desenvolvidas. 

Identificação 

As colônias foram selecionadas conforme cor e textura, cada tipo macromorfológico 

foi semeado ágar Sabouraud inclinado e incubado por 24h a 35oC. A seguir foram avaliadas 

as características micromorfológicas em microcultivos feitos em lâmina com ágar-fubá 

(Himedia-India) acrescido de Tween-80 1% e inoculados por 48-72 horas a 25oC.  

Para extração do DNA uma alçada foi cultivada em 5ml de caldo Sabouraud e 

incubado overnight à 25oC sob agitação. As leveduras foram lavadas duas vezes em água 

purificada e em seguida ressuspendidas em 1 ml de tampão de lise (10mM de Tris-HCL pH8, 

100mM de NaCl, 1mM de EDTA pH8,0, 1% de SDS e CaCl 2.5mM), acrescentado 6-8 

pérolas de vidro e agitado em vórtex por 2 minuto, com intervalo de 1 minuto em banho de 

gelo. As células lizadas foram ressuspendidas e transferidas para micro tubos, onde foi 

adicionado 7μl de proteinase K, mantido em banho-maria por uma hora a 60oC. Em seguida 

foi adicionado 300μl de acetato de amônio 7,5M (pH6,5). Foi homogeneizado em agitador de 

tubo e mantido em banho maria por mais 10 minutos a 65oC. Em seguida foi centrifugado por 

10 minutos a 15.400g, recuperado o sobrenadante e adicionado 10μl de RNAse (Invitrogen-

USA) e mantido em banho maria por mais 2 horas a  37oC. O DNA genômico foi extraído 

como descrito por Chong et al. (2003) [17].  A concentração do DNA foi determinada em 

espectrofotômetro em comprimento de onda de 260nm e a pureza determinada em 260/280 
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nm. As amostras de DNA foram visualizadas em gel de agarose 1,5% em TBE 0,5x (Tris-base 

90 mM, Ácido bórico 90 mM, EDTA 2 mM pH 8,0). 

A Reação em Cadeia da Polimerase associada com Polimorfismos de Tamanho de Fragmento 

de Restrição (PCR-RFLP), foi realizada segundo Mirhendi et al, (2006) [18], onde o 

espaçador transcrito interno (ITS) do rDNA ITS1-5.8S-ITS2 foi amplificado por PCR e 

clivado com a enzima MspI (New England Biolabs). A sequência dos oligonucleotídeos 

utilizados foram: para o iniciador forward ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e 

para o iniciador reverse ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’). Os produtos de 

PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão TBE 1X. Foi 

utilizado como padrão de tamanho molecular 100 pares de base (pb)  ladder (Invitrogen®). 

Das leveduras identificadas como C. parapsilosis (lato sensu), foi amplificado por 

PCR o gene secundário álcool-desidrogenase (SADH). O produto da amplificação foi clivado 

com a enzima de restrição Ban I para identificação do complexo, segundo Tavanti et al, 

(2005) [12]. A reação foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão 

TBE 1X. Foi utilizado como padrão de tamanho molecular de 100 pb ladder (Invitrogen®). 

Análise de microssatélites pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Os iniciadores usados para amplificação das sequências das regiões microssatélites em 

C. parapsilosis foram: CP1, CP6 e B5, segundo Sabino et al (2010) [19], usando 100 ng de 

DNA genômico em um volume de reação de 25 μl contendo tampão de PCR 1x, 0.2 mM de 

cada desoxinucleosídeo trifosfato, 1.5 mM MgCl2, 0.25 μM de cada iniciador, e 1 U da Taq 

polimerase (Invitrogen®). Depois de um período de pré-incubação a 95°C por 2 min, as 

amplificações por PCR foram realizadas em 28 ciclos sob as seguintes condições: 

desnaturação a 94°C por 30s, anelamento em 54 ciclos a 60°C por 30s, e extensão a 72°C por 

1 min com um passo final de extensão de a 72°C por 7 min.  
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Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 8% em tampão de corrida TBE 1X, com marcador de tamanho molecular 25 

pb (Invitrogen). As condições de corrida foram 160 Volts por 5h e 30min. Após a 

eletroforese, os géis foram corados com brometo de etídio (0,5 µg/mL) e fotodocumentados 

sob luz Ultra Violeta em sistema L-Pix (Loccus Biotecnologia).  O tamanho dos fragmentos 

amplificados foi determinado pelo software de análise de imagens LabImage 1D (Loccus 

Biotecnologia). Os resultados foram expressos de acordo com o nome do locus testado e o 

tamanho dos alelos observados, em pares de bases. O Poder Discriminatório (PD) foi 

calculado para cada marcador, de acordo com o índice de Simpson [20]. 

Teste de sensibilidade aos antifúngicos 

A sensibilidade aos antifúngicos foi determianda por microdiluição em caldo segundo 

o documento M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [21]. Os 

antifúngicos utilizados foram anfotericina B (Bristol- Myers Squibb), fluconazol (Pfizer), 

voriconazol (Pfizer) e micafungina (Astellas). As leituras foram feitas em leitor de 

microplacas Expert plus - ASYS® com filtro de 450nm. Como controle foi utilizado C. 

parapsilosis ATCC 22019. A concentração inibitória mínima foi determinada como a menor 

concentração capaz de inibir 50% do crescimento fúngico na presença dos azólicos e 

micafunfina, e 90% de anfotericina B.  

 

Resultados 

Identificação 

Os resultados das culturas estão sumarizados na Figura 1. Várias amostras 

apresentaram mais de um tipo de colônia no meio cromogênico, somando um total de 223 
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isolados. C. parapsilosis foi a levedura mais frequênte, representando 45,29% de todos os 

isolados. Houve crescimento dessa espécie de levedura em 21,42% das amostras de 

superfícies e em 49,12% das mãos dos servidores. A distribuição dos isolados de C. 

parapsilosis obtidas de mãos de profissionais que atuam na UTIA está representada, por 

categoria, na Tabela 1, e a distribuição de C. parapsilosis encontradas nas superfícies está 

contida na Tabela 2. A clivagem pela enzima MspI permitiu ainda confirmar a  avaliação 

micromorfológica e identificar  9 C. albicans (4,3%); 9 C. tropicalis (4,3%); 5 C. krusei 

(2,2%); 3 C. glabrata (1,3%). As demais colônias foram descartadas por esse protocolo de 

triagem.   

A amplificação do gene SADH das amostras de C. parapsilosis mostrou bandas 

uniformes pouco acima de 700pb. A clivagem pela enzima de restrição BanI permitiu 

visualizar dois fragmentos de aproximadamente 500 e 200pb, confirmando que dentro do 

complexo, todas eram C. parapsilosis stricto sensu descartando assim a possibilidade  de 

haver C. metapsilosis ou C. orthopsilosis entre as amostras isoladas.  

 

Microssatélite 

Para todos os isolados de C. parapsilosis foram obtidos produtos característicos de 

amplificação das regiões microssatélites. Um ou dois fragmentos de PCR por locus foram 

produzidos para cada isolado. Cada fragmento foi definido como um alelo, a detecção de dois 

produtos de PCR caracterizou as amostras heterozigotas, as demais foram consideradas 

homozigotas.  

A análise dos 101 isolados de C. parapsilosis mostrou que todos os loci de 

microssatélites foram polimórficos. O PD da genotipagem de regiões de microssatélites, o 
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tamanho dos alelos, os números correspondentes de repetições e os genótipos determinados 

estão apresentados na Tabela 3. Ao todo foram encontrados 76 diferentes genótipos, dos quais 

a maioria correspondeu a um único isolado, somente 13 genótipos agruparam mais de um 

isolado, estes estão detalhados na Tabela 4. Não houve correlação entre as amostras de mãos e 

superfície.  

De alguns isolados aleatórios foi extraído DNA em duplicidade e essas amostras 

foram inseridas à coleção para amplificação da região microssatélite em ensaio cego, todas 

apresentaram genótipos idênticos nas repetições.  

 

Perfil de sensibilidade aos antifúngicos 

A CIM das leveduras variou de 0,03-32μgÚmL para fluconazol, 0,03-4,0μgÚmL para 

voriconazol e micafungina e 0,03-2μgÚmL para anfotericina B. O conjunto dos resultados do 

teste de sensibilidade está apresentado na Tabela 5.  

 

Discussão 

A UTI é o ambiente hospitalar mais susceptível às IHA, devido à rotina de 

procedimentos invasivos, tanto quanto pela debilidade dos pacientes [3,11,22]. As mãos dos 

profissionais são fundamentais na abordagem e manejo de doentes graves. Neste estudo, o 

índice de colonização por leveduras e a diversidade genética no grupo de enfermeiros foram 

altos (66,7%), bem como no grupo de técnicos em enfermagem (40%). Este índice de 

colonização por Candida parapsilosis é muito preocupante, tanto pelo fato de os enfermeiros 

serem encarregados de orientar os demais profissionais na educação em saúde, orientando 

quanto a correta lavagem das mãos na prevenção de IHA, como pelo fato de os técnicos de 
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enfermagem estarem frequentemente em contato direto com o paciente, onde o risco de 

contaminação é iminente.  

Conforme Tabela 1 e 2 nós confirmamos o alto índice de colonização por C. 

parapsilosis sticto sensu, tanto em mãos de profissionais (49,12%) quanto em superfícies 

(21,42%) da UTIA. Esses resultados são equivalentes, quanto à colonização por C. 

parapsilosis, em mãos de profissionais que atuam em UTIN [3,4,11,23]. Entretanto, 

contrariamente ao esperado revelou ampla diversidade genotípica. 

C. parapsilosis é um complexo de três espécies, com fenótipos muito semelhantes, 

diferenciado apenas por técnicas moleculares. A identificação das espécies desse complexo é 

importante para o tratamento de forma adequada, pois vários estudos citados por Garcia-

Effron et al (2011) [24] mostram que há variação quanto a virulência e a sensibilidade aos 

antifúngicos. Em nosso estudo não foram encontradas C. orthopsilosis ou C. metapsilosis, 

confirmando relatos de outros autores sobre a baixa frequência dessas espécies em relação a 

C. parapsilosis stricto sensu, fato preocupante por ser essa a espécie mais resistente 

[4,8,23,25]. 

As IHA’s por essa espécie sempre foram associadas com a transmissão cruzada 

envolvendo mãos de profissionais e superfícies hospitalares, contudo até onde sabemos os 

estudos de tipagem molecular não apresentaram dados suficientes para suportar essa hipótese 

[3,4,23]. 

A micafungina é o antifúngico mais recente introduzido no Brasil, para uso em 

ambiente hospitalar, no entanto o teste de sensibilidade revelou que 40,0% das C. parapsilosis 

não foram sensíveis à esta droga, este resultado é compatível com outros estudos, 

evidenciando que C. parapsilosis stricto sensu são pouco sensíveis à micafungina [26,27]. 

Amostras resistentes aos antifúngicos alertam para os cuidados com a higienização e 
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utilização correta dos equipamentos de proteção individual (EPI´s), para evitar a 

contaminação dos pacientes, em especial  pacientes já debilitados e imunocomprometidos.   

A alta diversidade entre os isolados de C. parapsilosis encontrada neste estudo está de 

acordo com resultados obtidos por Romeo et al (2012) [25] contudo é intrigante, 

considerando a alta frequência dessa levedura em mãos, superfícies como também em IHA, 

seria esperado encontrar altos índices de similaridade. Entretanto diversidade genotípica 

também tem sido demonstrada por outros autores [19,23] mostrando que os marcadores de 

microssatélites são ferramentas úteis para distinguir epidemiologicamente isolados de C. 

parapsilosis para comprovar ou não transmissão cruzada. 

Os 76 genótipos encontrados em 101 isolados, correspondem a pouco mais de uma 

levedura por genótipo, mostrando alta variabilidade. Somente 13 genótipos incluíam mais de 

um isolado variando entre 2 e 6 indivíduos com perfis idênticos, mas nenhum genótipo 

encontrado em mãos foi verificado em superfícies (Tabela 4). Observamos também que uma 

parcela considerável dos profissionais teve mais de um isolado de C. parapsilosis com 

genótipos diferentes em suas mãos. Em algumas superfícies também foram encontradas mais 

de uma C. parapsilosis com genótipos diferentes. Estes dados sugerem que não há uma fonte 

comum deste patógeno, contrariando a hipótese de contaminação cruzada entre superfícies e 

mãos dos profissionais da saúde. 

Interessante notar que apesar do alto índice de colonização por essa espécie, é baixa a 

frequência de C. parapsilosis como agente de IHA nesse hospital, no período não foi 

detectado nenhuma hemocultura positiva para essa espécie em pacientes internados nesta 

unidade. A referida UTI atende pacientes com nível de complexidade médio, e o potencial de 

virulência dessa espécie de levedura é baixo, além disso é possível que as medidas de controle 

de IHA como lavagem das mãos e uso de luvas estariam sendo eficientes para evitar que 
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leveduras de mãos contaminem as superfícies e vice-versa, consequentemente impedindo a 

evolução para IHA. Ou seja, nossos resultados sugerem que embora C. parapsilosis seja 

frequente no ambiente hospitalar, fica evidente que pontos da etiopatogenia da candidemia 

por C. parapsilosis ainda não estão esclarecidos e a fonte ambiental deste micro-organismo 

como origem de IHA precisa ser melhor avaliada.  

Em conclusão, nosso estudo revela que C. parapsilosis foi a levedura mais isolada em 

superfícies hospitalares e mãos de servidores da saúde que atuam em UTIA. Além disso, a 

ampla diversidade genética e a não relação entre amostras das superfícies e amostras das mãos 

abrem caminho para investigações no sentido de melhor explicar a alta frequência dessa 

espécie em IHA.  
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Fig 1 Diagrama da frequência de C. parapsilosis stricto sensu em colonização de mãos e 

superfícies abióticas de uma Unidade de Terapia Intensiva Adulto. A levedura foi identificada 

por micromorfologia, PCR-RFLP e confirmada pela presença do gene SADH. 

Tabela 1. Distribuição dos funcionários* colonizados nas mãos por Candida parapsilosis, 
conforme a ocupação: 
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Função Profissionais 

 N                 % 

N° de Isolados 

        Mão Direita            Mão Esquerda 

Técnico enfermagem 8 40 12 7 

Enfermeiro 8 66,7 8 15 

Auxiliar enfermagem 3 50 2 3 

Médicos 3 50 4 5 

Zeladora 1 33 2 1 

Fisioterapeuta 2 100 1 2 

Recepcionista 1 100 0 2 

Copeiras 2 100 1 1 

Total 28 49,12 30 36 

*Todos eram destros 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Distribuição de superfícies contaminadas por Candida parapsilosis: 
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SUPERFÍCIES Proporção Nº de isolados de 
leveduras 

Teclado do aparelho de ventilação mecânica 1/16 2 

Manivela de regulagem de altura da maca 3/16 5 

Teclado das bombas de infusão de medicamentos 4/16 5 

Superfície da mesa de apoio 3/16 6 

Grades protetoras da maca 1/16 2 

Botão regulador inferior do aparelho de ventilação 
mecânica 

2/16 4 

Puxadores do balcão da pia 1/1 2 

Pasta de prontuário 4/16 8 

Superfície do balcão central 1/1 1 

Estetoscópio 1/16 1 

Total 21/99 35 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3. Características dos loci dos microssatélites selecionados 
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Iniciador 
Microssatelite 

No de Alelos Intervalo de pares 
de base 

No de Genótipos PD 

CP1 12 207-270 12 0,70 

CP6 18 246-350 29 0,93 

B5 17 95-163 12 0,89 

(CP1 + CP6 + B5) 47 95-350 76 0,99 

PD: poder discriminatório 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4. Descrição dos genótipos que agruparam mais de um isolado de Candida parapsilosis  
presentes em mãos de profissionais e superfícies de uma UTI adulto de um hospital geral do Paraná, 
Brasil 
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Genótipos CP1 CP6 B5 No. de 
isolados 

Fonte Local: 
Box/Função 

A2 240:240 273:273 114:103 4 Superfícies  - Box 03 – Mesa de apoio 
- Box 06 – Bomba de infusão 
- Box 13 – Ap. vent. mecânica 
- Box 15 – Ap. vent. mecânica 

A3 240:240 270:270 114:103 3 Superfícies  - Box 03 - Bomba de infusão 
- Box 14 – Ap. vent. mecânica  
- Box 15 – Ap. vent. mecânica 

A7 240:240 270:270 104:103 2 Superfície  - Box 03 - Mesa de apoio 
               - Bomba de infusão 

A13 240:240 300:300 114:103 2 Mãos  - Tec. Enfermagem (D/E)*  

B1 240:207 270: 255 141:127 2 Superfícies  - Box 01 - Estetoscópio 
- Balcão central 

B2 240:207 306:306 156:136 4 Superfícies  - Box 05 – Mesa de apoio 
- Box 08 – Mesa de apoio 
- Box 14 – Grade protetora da maca 
- Pasta de prontuário L15 

B3 240:207 321:321 141:127 3  Mãos  - Zeladora 
- Tec. Enfermagem (2) 

B7 240:207 300:300 141:127 6  Mãos - Tec. Enfermagem (D/E)* 
- Enfermeiros (3) 
- Zeladora 

B11 240:207 288:288 141:127 2 Mãos  - Médico 
- Enfermeiro 

B21 240:207 330:330 156:136 2 Mãos   - Aux. Enfermagem 
 - Zeladora 

D1 237:207 306:306 141:127 2 Mãos  - Enfermeiro 
- Médico 

D2 237:207 276:276 141:127 2 Superfícies  - Box 05 – Manivela reg. alt. maca 
- Pasta de prontuário L14 

D5 237:207 306:306 163:145 2 Mãos - Médico (D/E)* 

* Mãos direita e esquerda da mesma pessoa 

Tabela 5. Perfil de sensibilidade de Candida parapsilosis isoladas de superfícies e mãos de 

profissionais da saúde, frente a quatro antifúngicos testados pela metodologia de 

microdiluição em caldo (CLSI – M23 A4) 

Antifúngicos CIM50 CIM90 Variação 
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(μl/ml) 

Fluconazol 0,5 2,0 0,03 – 32 

Voriconazol 0,03 0,125 0,03 – 4,0 

Micafungina 2,0 4,0 0,03 – 4,0 

Anfotericina B 0,5 1,0 0,03 – 2,0 

CIM50 e CIM90 foram definidos como a menor concentração de cada droga capaz de inibir 

50% e 90% dos isolados, respectivamente. Os valores de variação correspondem 

respectivamente a menor e a maior CIM de cada droga. 
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CAPITULO III 

 

CONCLUSÕES 
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Os resultados obtidos com o presente estudo realizado com leveduras isoladas de 
superfícies e mãos de servidores que atuam em UTIA de um hospital na região noroeste do 
Paraná demonstraram que: 

 

1) Mãos e fômites hospitalares são importantes reservatórios de Candida parapsilosis e 
outras leveduras de importância médica. 

2) Todos os isolados de Candidas parapsilosis foram identificados como Candida 
parapsilosis stricto sensu 

3) Apesar de apresentarem perfil de sensibilidade aos antifúngicos testados, foram 
encontrados isolados resistentes a drogas recentemente inseridas no mercado. Isso é 
preocupante, pois mesmo que encontrada em pequena quantidade, é um alerta para 
cuidados com a higienização e uso de EPI’s. 

4) Foi verificada alta diversidade genética entre C. parapsilosis isoladas de mãos e 
superfícies, não sendo possível relacionar as amostras dos diferentes sítios. 

 

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Para um eficiente método de prevenção devemos conhecer os micro-organismos ao 
nível de espécie. Portanto sugerimos continuidade do estudo para identificação genotípica das 
89 leveduras ainda não identificadas pelos métodos utilizados, considerando a possibilidade 
de haver outros micro-organismos emergentes.  

Ampliar este estudo através da realização de testes de fatores de virulência, 
aprofundando o conhecimento sobre as leveduras resistentes. 

Diante da problemática das IrAS, podemos sugerir medidas de controle para 
prevenção de infecções cruzadas no ambiente hospitalar, desenvolvendo um estudo de 
educação em saúde. 
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