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RESUMO 
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A freqüência de micoses invasivas devido a fungos oportunistas tem evidenciado 

significativo aumento nas duas últimas décadas. O uso prolongado e indiscriminado dos 

azólicos evidenciou o desenvolvimento de resistência a estes fármacos nas espécies de 

Candida. A espécie C. glabrata  caracteriza-se por elevados percentuais de resistência 

primária ao fluconazol fato que determina dificuldades terapêuticas adicionais. 

No presente estudo, dois grupos de isolados de C. glabrata foram avaliados: o 

primeiro formado por isolados clínicos sensíveis ao fluconazol, e o segundo, derivado do 

primeiro, foi formado pelos mesmos isolados, após terem sido induzidos a resistência ao 

fluconazol in vitro. Mesmo neste grupo de C. glabrata sensíveis ao fluconazol, os testes de 

suscetibilidade já evidenciaram resistência frente a outros  azólicos como ao itraconazol e 

voriconazol. 

Os derivados resistentes ao fluconazol evidenciaram concentrações inibitórias 

mínimas maiores ou iguais a 64 g/mL. Neste grupo de isolados fluconazol-resistentes, os 

testes de suscetibilidade detectaram resistência cruzada com cetoconazol, voriconazol e 

itraconazol bem como com outros agentes de outras classes como a anfotericina B e 

caspofungina.  

 A indução da resistência foi realizada com o objetivo de se comparar a suscetibilidade 

entre os dois grupos, frente a fármacos combinados. 

As associações de antifúngicos entre os grupos sensíveis e resistentes ao fluconazol 

resultaram, em maior parte, interações indiferentes. No entando as associações mostraram-se 

mais eficazes nos isolados resistentes ao fluconazol. Em ambos os grupos, a combinação que 

resultou em maior sinergismo foi anfotericina B com flucitosina (.G1 = 61,77%.% e G2 = 

76,47%); outras combinações sinérgicas foram anfotericina B + cetoconazol (G2 = 73,53%), 

anfotericina B + voriconazol (G2 = 55,88%), todos com ausência de antagonismo. Os maiores 

percentuais de antagonismo foram observados na combinação cetoconazol + flucitosina (G1 = 

61,77% e G2 = 55,88%).  

 

 

 

 

Palavras-chaves: Candida glabrata, resistência, fluconazol, antifúngicos.  

 

 



      

  

ABSTRACT 
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In the last decades the invasive mycoses caused by opportunistic fungi has showed a 

significant growth. The extensive use of azoles showed that the development of resistance of 

Candida species to these drugs is an emergent phenomenon. C. glabrata typically presents 

high degree of primary resistance to fluconazole what determine additional difficulties in the 

therapies. 

Here two groups of C. glabrata isolates were evaluated: the first formed by strains 

primarily fluconazole-susceptible and the second generated by the first, was composed by the 

same isolates after induction of the fluconazole-resistance. The susceptibility tests detected 

even in the first group, strains azole-resistant as against  itraconazole and voriconazole. The 

induction of resistance to fluconazole was carried out in order to compare the susceptibilities 

between the two groups against combined drugs. 

The fluconazole-resistant strains (Group 2) showed MIC ≥ 64 μg/ml and cross-

resistance was either detected with fluconazole, voriconazole and itraconazole as well as to 

other antifungal agents as amphotericin B and caspofungine. 

The more frequent interaction observed was indifference, however important 

synergisms were showed against fluconazole-resistant isolates. The best synergism was 

registered with amphotericin B+ flucytosine (G1 = 61,77% and G2=76,47%). Other 

synergistic interactions were amphotericin B+ketoconazole (G2=73,53%), amphotericin 

B+voriconazole (G2=55,88%), amphotericin B+voricoonazole (G2=55,88%), all of them 

without antagonisms. The highest percentage of the antagonism were observed with 

ketoconazole+flucytosine (G1=61,77% and G2= 55,88%).  

Keywords: Candida glabrata, resistance, fluconazole, antifungals



  10       

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1: Suscetibilidade (µg/mL) dos isolados de C. glabrata  frente ao fluconazol antes 

(GS) e após (GR) a exposição ao fluconazol......................................................................... 42 

Tabela 2: Suscetibilidade (µg/mL) in vitro dos isolados de C. glabrata aos agentes 

antifúngicos antes (GS) e depois (GR) de crescente exposição ao fluconazol........................ 43 

Tabela 3: Interações das combinações de anfotricina B com antifúngicos frente a C. glabrata 

sensíveis (GS) e resistentes (GR) ao fluconazol. ................................................................... 48 

Tabela 4: Interações das combinações de flucitosina com antifúngicos frente a C. glabrata 

sensíveis (GS) e resistentes (GR) ao fluconazol. ................................................................... 50 

Tabela 5: Interações das combinações de voriconazol com antifúngicos frente a C. glabrata 

sensíveis (GS) e resistentes (GR) ao fluconazol. ................................................................... 51 

Tabela 6: Percentuais de sinergismo, indiferença e antagonismo resultantes das combinações 

de flucitosina, anfotericina, voriconazol, itraconazol, cetoconazol e caspofungina frente a 

Candida glabrata  sensíveis (GS) e resistentes (GR) ao fluconazol. ..................................... 52 

 



  11       

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO .......................................................................................................... 13 

2 REVISÃO DA LITERATURA .................................................................................. 15 

2.1 O gênero Candida................................................................................................. 15 

2.2 Candidíases .......................................................................................................... 16 

2.3 Aspectos gerais de Candida glabrata .................................................................... 17 

2.4 Agentes Antifúngicos, Limitações e Resistências .................................................. 24 

2.4.1 Poliênicos ..................................................................................................... 25 

2.4.2 Antifúngicos Azólicos................................................................................... 27 

2.4.3 Pirimidinas ................................................................................................... 30 

2.4.4 Equinocandinas ............................................................................................. 30 

2.5 Combinação de agentes antifúngicos .................................................................... 32 

3 OBJETIVOS ............................................................................................................... 37 

3.1 Objetivo Geral ...................................................................................................... 37 

3.2 Objetivos Específicos ........................................................................................... 37 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ...................................................................................... 38 

4.1 Microrganismos .................................................................................................... 38 

4.2 Agentes antifúngicos ............................................................................................ 38 

4.3 Indução de resistência ao fluconazol in vitro (Fekete-Forgács et al, 2000) ............ 38 

4.4 Testes de suscetibilidade aos antifúngicos ............................................................. 39 

4.4.1 Preparação do Inóculo ................................................................................... 39 

4.4.2 Preparação das microplacas........................................................................... 40 

4.4.3 Inoculação .................................................................................................... 40 

4.4.4 Incubação e leitura das microplacas .............................................................. 40 

4.5 Avaliação das associações de antifúngicos frente a Candida glabrata sensíveis e 

resistentes ao fluconazol ................................................................................................... 41 

5 RESULTADOS........................................................................................................... 42 

5.1 Indução de resistência ao fluconazol in vitro ......................................................... 42 

5.2 Testes de suscetibilidade aos antifúngicos ............................................................. 42 

5.2.1 Suscetibilidade in vitro a anfotericina B ........................................................ 43 

5.2.2 Suscetibilidade in vitro a caspofungina ......................................................... 44 

5.2.3 Suscetibilidade in vitro a cetoconazol............................................................ 44 

5.2.4 Suscetibilidade in vitro a flucitosina .............................................................. 44 



  12       

  

5.2.5 Suscetibilidade in vitro ao itraconazol ........................................................... 45 

5.2.6 Suscetibilidade in vitro ao voriconazol .......................................................... 45 

5.3 Avaliação das associações de antifúngicos frente a C. glabrata sensíveis e 

resistentes ao fluconazol ................................................................................................... 46 

5.3.1 Atividade in vitro de combinação de anfotericina B e antifúngicos ................ 46 

5.3.2 Atividade in vitro de combinação de flucitosina e antifúngicos ..................... 48 

5.3.3 Atividade in vitro de combinação de voriconazol e antifúngicos ................... 50 

6 DISCUSSÃO ............................................................................................................... 53 

6.1 Considerações finais ............................................................................................. 63 

6 CONCLUSÕES .......................................................................................................... 64 

7 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ...................................................................... 65 

 

 



  13       

  

1 INTRODUÇÃO 

A freqüência de micoses invasivas devido a fungos oportunistas tem aumentado 

substancialmente nas duas últimas décadas. Este expressivo aumento corresponde também a 

uma elevação nas taxas de mortalidade, evidenciando que o número de pacientes com riscos 

de desenvolver micoses oportunistas é crescente, portanto requer atenção (WARNOCK, 

2007). 

 As candídíases emergiram como um problema médico significante a partir de 1982, 

pela prevalência das infecções oportunistas em pacientes infectados pelo vírus HIV e outros 

estados de imunossupressão (GROLL, 1998; SIDRIM & ROCHA, 2004). A espécie mais 

prevalente em candidiases é a Candida albicans; todavia, as espécies não-albicans têm 

emergindo de forma significativa, dentre elas C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. 

parapsilosis, C. guilliermondii e C. dubliniensis (HAYNES, 2001; FERRAZA et al, 2005; 

TAMURA et al, 2007). 

Candida glabrata era considerada como fungo leveduriforme não patogênico, 

saprófita do organismo humano, onde raramente era causadora de infecções graves  no 

homem. Entretanto, esta espécie tem emergido como importante patógeno fúngico, e em 

muitos países destaca-se como o segundo agente mais isolado em episódios de candidíase, só 

superada por C. albicans (BADER et al, 2004; DAN et al, 2006). No Brasil, embora C. 

glabrata, acometa apenas 0,12 casos/1000 das candidemias, está relacionada com altas taxas 

de mortalidades e dificuldades de tratamento (SOBEL et al, 2000; COLOMBO et al, 2006). 

As infecções por C. glabrata apresentam uma resistência natural a antifúngicos do tipo 

azólicos, especialmente ao fluconazol, fato que tem destacado sua importância clínica 

(BENNETT et al, 2004). Em infecções sanguíneas por C. glabrata, a resistência ao fluconazol 

manifesta-se em 10% a 15% dos casos (PFALLER et al, 2002a). 

A resistência de C. glabrata aos azólicos e, em menor grau, a outros antifúngicos, tem 

representado grande desafio para a clínica, frente às dificuldades observadas no tratamento de 

candidíases (DENNING et al, 1997; SANGUINETTI et al, 2005). Agravando esta situação 

está o arsenal antifúngico destinado a infecções sistêmicas, que continua limitado e com 

poucas opções aprovadas para uso clínico (JOHNSON et al, 2004; CAPPELLETTY et al, 

2007). 
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A combinação entre duas classes de antifúngicos, sobretudo aquelas com diferentes 

mecanismos de ação, pode gerar alternativas terapêuticas mais efetivas do que os tratamentos 

com antimicóticos administrados isoladamente. Tais incrementos no espectro antifúngico 

poderá superar problemas como a resistência aos agentes antifúngicos e, consequentemente, 

reduzir  as taxas de mortalidade (MUKHERJEE et al, 2005). Entre as vantagens da terapia 

combinada destacam-se: o sinergismo entre os fármacos; redução da toxicidade a partir da 

administração de menores doses; redução do tempo relativo à resposta ao tratamento; redução 

do tempo de hospitalização; aumento do espectro de ação; e redução da aquisição de 

resistência fúngica aos antimicrobianos (JOHNSON et al, 2004). 

Neste contexto, estudos in vitro objetivados a avaliar diferentes combinações de 

antifúngicos para espécies fúngicas problemáticas, como é o caso de C. glabrata com sua 

reconhecida facilidade de desenvolver resistência a azólicos, são pertinentes e atuais.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 O gênero Candida 

O gênero Candida pertence ao filo dos fungos imperfeitos, ordem Cryptococales e 

família Cryptococaccea. Este gênero compreende mais de 200 espécies, das quais 

aproximadamente 10% são consideradas agentes etiológicos (CHAVES et al, 2003). Embora 

C. albicans seja a espécie mais freqüentemente isolada de amostras clínicas, durante as 

últimas três décadas houve um aumento significativo nas espécies não-albicans, entre elas C. 

glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. dubliniensis (HAYNES, 2001; 

FERRAZA et al, 2005; TAMURA et al, 2007).  

Os fungos do gênero Candida constituem-se em células leveduriformes, elípticas ou 

esféricas, com diâmetro que varia de 3 a 6 µm, geralmente formam múltiplos brotos e pseudo-

hifas. Em ágar Sabouraud suas colônias evidenciam cor branca ou branco-amarelada, e com 

aspecto cremoso (JOKLIK et al, 1995).  

Hazen (1995) cita, em seu estudo de revisão sobre agentes leveduriformes emergentes 

que o grupo de leveduras potencialmente patogênicas ao homem é composto em sua grande 

maioria pelo gênero Candida. As espécies do gênero Candida fazem parte da microbiota 

humana da pele, do trato gastrointestinal e trato genitourinário. Como são fungos oportunistas, 

a transição da forma comensal desta levedura para a forma patogênica acontece em casos 

onde ocorram alterações nos mecanismos de defesa do hospedeiro; assim, o microrganismo se 

multiplica, invade a mucosa e causa infecção. O aumento do número de indivíduos 

imunocomprometidos tem determinado  crescimento de infecções fúngicas, em particular, 

candidíase oral e sistêmica (SCHUMAN et al, 1998; BALKIS et al, 2002; BODEY et al, 

2002; TRICK et al, 2002). 
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2.2 Candidíases 

Segundo Lacaz et al (2002), candidíase ou candidoses são infecções provocadas por 

leveduras do gênero Candida, e envolvem um amplo espectro de doenças superficiais e 

invasivas oportunistas, acometendo pacientes expostos a uma grande diversidade de fatores de 

risco. As manifestações clínicas das candidíases são extremamente variadas, atingem a 

superfície cutânea ou membranas mucosas, resultando em: candidíase oral, candidíase 

vaginal, intertriginosa, paroníquia e onicomicose. Também podem ocorrer nas formas 

sistêmicas, como septisemia, endocardite e meningite (LACAZ et al, 2002; SIDRIM & 

ROCHA, 2004). 

O homem é reservatório do gênero Candida, onde as infecções por este gênero 

constituem-se em 25% das micoses superficiais. As espécies deste gênero são encontradas no 

tubo gastrointestinal em 80% da população adulta saudável. Entre as mulheres, cerca de 20 a 

30% apresentam colonização por Candida na vagina(ABRAHAMSEN et al, 1992). Em 

hospitais o gênero Candida responde por cerca de 80% das infecções fúngicas documentadas, 

representando um grande desafio aos clínicos de diferentes especialidades devido às 

dificuldades diagnósticas e terapêuticas que estas infecções representam (COLOMBO & 

GUIMARÃES, 2003). 

Numerosos fatores contribuem para as infecções por Candida, dentre os quais 

podemos destacar: o rompimento das barreiras cutânea e mucosa, disfunção dos neutrófilos, 

defeito na imunidade mediada por células, desordem metabólica, exposição direta aos fungos, 

extremos de idade (recém-nascidos e idosos), desnutrição aguda, longo tratamento com 

antibióticos, quimioterapia, transplantes, resistência a antifúngicos, dentre outros (PFALLER 

& DIEKEMA, 2007).  

Candídíases emergiram como um problema médico significante ao término do século 

XX, pela prevalência das infecções oportunistas em pacientes infectados pelo vírus HIV e 

outros estados de imunossupressão (GROLL, 1998; SIDRIM & ROCHA, 2004).  

A candidíase oral foi descrita como doença associada no primeiro caso de SIDA 

publicado, e constitui a infecção fúngica mais freqüente nos pacientes HIV-positivos 

(LUPETTI et al, 1995). Considera-se que até 90% dos indivíduos acometidos pelo vírus HIV 

sofrerão pelo menos um episódio de candidiase orofaríngea (SÁNCHEZ-VARGAS et al, 

2002; URIZAR, 2002). 



  17       

  

Em relação à candidíase vaginal estima-se que 20 a 25% das mulheres sadias e sem 

sintomas apresentam culturas positivas para Candida, e cerca de 75% das mulheres adultas 

tiveram episódios de candidíase vaginal durante a vida, das quais 5% tornam-se recorrentes. A 

recorrência desta infecção também está associada a algumas enfermidades como: diabettes 

mellitus, imunodepressão, terapia hormonal exógena e AIDS (CARDONA-CASTRO et al, 

2002). A espécie C. albicans, ainda é a mais freqüente, entretanto C. glabrata representa 5 a 

15% dos casos (BUZZINI & MARTINI, 2001). 

Infecções de pele e mucosas por Candida podem ser documentadas em pacientes 

saudáveis, sem nenhuma doença de base, entretanto manifestam pequenas alterações locais de 

resposta do hospedeiro no sítio da infecção. Por outro lado, infecções sistêmicas por Candida 

podem comprometer vísceras como resultado de disseminação hematogênica. Complicações 

infecciosas são geralmente documentadas em pacientes críticos, como portadores de doenças 

que comprometam o estado imunológico (doenças degenerativas ou neoplásicas) 

(COLOMBO & GUIMARÃES, 2003). 

A candidemia é observada particularmente entre pacientes hospitalizados submetidos a 

terapias antimicrobianas por longos períodos, terapias imunossupressivas, nutrição parenteral 

e procedimentos invasivos (SIDRIM & ROCHA, 2004). A fungemia por Candida constitui-se 

um grande problema na maioria dos hospitais, pois geralmente é de difícil diagnóstico, além 

do alto custo de tratamento e altas taxas de mortalidade. Dentre as manifestações clínicas 

inclui-se a febre como a mais comum, porém podem tomar diversas formas e localizações 

(septicemia, pneumonia, endocardites, artrite, osteomielite, miosites, peritonites, meningites, 

dentre outras) (COLOMBO et al, 2006). 

2.3  Aspectos gerais de Candida glabrata   

A Candida glabrata, como as outras espécies do gênero Candida, pertence à classe 

Fungi imperfecti, ordem Moniliales e da família das Cryptococcaceae. A sua maior diferença 

morfológica entre as espécies de Candida, é a característica de não apresentar dimorfismo. 

Conseqüentemente, esta levedura não se diferencia do estado comensal do patogênico, pois, 

em ambos os estados, ela se encontra apenas na forma de pequenos blastoconídios que variam 
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de 1 a 4 µm de tamanho (FIDEL et al, 1999; CSANK & HAYNES, 2000; GUBBINS & 

ANAISSIE, 2002). 

De fato, C. glabrata foi pela primeira vez classificada em 1917 no gênero 

Cryptococcus e logo mais, no ano de 1938, no gênero Torulopsis, decorrente da sua falta de 

produção de pseudohifas. No entanto, mais tarde foi observado que esta levedura forma 

pseudohifas em ágar contendo baixa concentração de amônia (CSANK & HAYNES, 2000; 

VANDEPUTTE et al, 2007). Mesmo depois de determinada sua capacidade de produzir 

pseudohifas, este não foi um fator de confiança para distinguir os membros do gênero 

Torulopsis, e então, Candida glabrata e foi reclassificada no gênero Candida (ODDS et al, 

1997; ONYEWU et al, 2003). 

A relação evolutiva do gênero Candida foi comparada por Barns et al (1991) com 

base na homologia de seqüência 18S rRNA, e concluiu-se que apesar do seu nome, C. 

glabrata é evolutivamente mais relacionada a Saccharomyces cerevisiae do que outros fungos 

patogênicos, como Candida albicans (CHEN & CLARK-WALKER, 2000). Contrariamente a 

outras espécies de Candida, C. glabrata é uma levedura “petite-positivo”, uma característica 

também presente em Saccharomyces cerevisiae. Entretanto , em contraste com S. cerevisiae 

que podem deslocar seu ciclo de vida entre as formas diplóide e haplóide de células, C. 

glabrata é exclusivamente um organismo haplóide e assexuada (WHELAN et al, 1984; 

BIALKOVÁ & ŠUBIK, 2006). 

A seqüência do genoma de C. glabrata foi publicada em 2004. Este genoma conta 

com 13 cromossomos englobando um total de 12,3 Mbp e consiste cerca de 207 genes que 

codificam RNAt e 5.283 genes que codificam proteínas. Seu conteúdo GC é de 38,8%, que é 

semelhante ao de S. cerevisiae (38,3%). O genoma de C. glabrata e S. cerevisiae apresentam 

um elevado grau de semelhança (DUJON et al, 2004, BIALKOVÁ & ŠUBIK, 2006). No 

entando, C. glabrata perdeu muitos genes do metabolismo, tais como genes envolvidos na 

assimilação de galactose, sacarose, fosfato, nitrogênio, enxofre, tiamina, piridoxina, ácido 

nicotínico. C. glabrata assimila somente 2 açúcares, glicose e trealose, um limitado número 

quando comparado com C. albicans e S. cerevisiae (FIDEL et al, 1999).  

Apesar de C. glabrata ser filogeneticamente mais próxima de S. cerevisiae do que 

de outras espécies de Candida,  C. glabrata é mais patogênica, pois,  pode causar infecção em 

seres humanos como C. albicans. É provável que as diferenças no genoma entre S. cerevisiae 

e C. glabrata e as semelhanças entre a C. glabrata e C. albicans caracterizem a 

patogenicidade de C. glabrata (FIDEL et al, 1999; KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002). 
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Existem poucas investigações sobre os fatores de virulência da C. glabrata. A 

incapacidade na formação de hifas e pseudohifas, evidenciar antígenos também presentes em 

C. albicans, e a pouca aderência a células endoteliais levam a considera – lá menos virulenta 

(FIDEL et al, 1999). As fosfolipases podem ser consideradas potenciais fatores de virulência 

porque facilitam a infiltração do fungo através da barreira fosfolipídica das células epiteliais; 

no caso de adesão a trombócitos, estes favorecem a disseminação da levedura no sangue 

(GHANNOUM, 2000; ROBERT et al, 2000). A presença de proteínas hidrofóbicas na 

superfície de C. glabrata  pode auxiliar na aderência desta espécie às células hospedeiras 

através de receptores específicos como as  adesinas e proteínas formadoras de biofilme 

(WEIG et al, 2004). 

A identificação C. glabrata pode ser realizada através de métodos microbiológicos e 

bioquímicos; todavia, é cada dia mais frequente a utilização de métodos imunológicos e 

moleculares. O cultivo em meios especiais contendo um substrato cromogênico, como o 

CHROMagar Candida tem sido utilizado como indicador de C. glabrata de outras espécies de 

leveduras como C. albicans e C. tropicalis em culturas mistas (BAUMGARTNER et al, 1996; 

BOUCHARA et al 1996; WILLINGER & MANAFI1999). A identificação bioquímica é 

baseada  na capacidade de C. glabrata assimilar apenas trealose e glicose, o que a diferencia 

de outras espécies (PIENS et al 2003). A filamentação em soro ou prova do tubo germinativo 

é uma prova clássica que tem sido utilizada como complementar quando se utiliza microtestes 

comerciais como API Candida (bioMérieux), API20C Aux (bioMérieux), Auxacolor 

(BioRad), Fungichrom I (International Microbio), twin Fungifast I (International Microbio), 

Fermento cartão Vitek Bioquímica (bioMérieux ), Vitek 2 ID-YST (bioMérieux), ID 32 C 

(bioMérieux), Fermento Plus Rápida (Diagnósticos Inovadores), Mycotube (Roche), Rosco 

comprimido de diagnóstico (EuroBio), Glabrata RTT (FUMOUZE Diagnostics) 

(BIALKOVÁ & ŠUBIK, 2006). 

Entre os métodos moleculares baseados na amplificação do DNA, a reação da cadeia 

da polimerase (polymerase chain reaction (PCR)) seguida de hibridização multiplex tem sido 

também freqüentemente utilizada. Este método permite a identificação das diferentes espécies 

de leveduras patogênicas diretamente em amostras  teciduais. O método é baseado na 

amplificação de regiões específicas do DNA cromossômico (ITS1 e ITS2 – região espaçadora 

transcrita interna, entre 5.8S-18S e 18S-28S rRNA, respectivamente; gene 18S; gene TOPII 

topoisomerase-II) e hibridização dos amplicons com sondas de DNA conhecidos derivados de 

patógenos mais freqüentes (WAHYUNINGSIH et al, 2000; MASSONET et al, 2004; 
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KAMIYA et al, 2005; LIGORI et al, 2007). Os produtos de PCR podem ser detectados por 

eletroforese em gel de agarose (PCR-AGE) ou com o primer de cor marcada seguido pelo 

ensaio imunoenzimático colorimétrico (PCR-EIA) (COIGNARD et al, 2004). Outras técnicas 

de identificação moleculares incluem: eletroforese em gel  de campo pulsátil (pulsed-field gel 

eletrophoresis - PFGE), a amplificação aleatória de DNA polimórfico ( radom amplification 

of polymorphic- RAPD), análise de restrição enzimática ( restriction enzyme analysis - REA). 

(ARIF et al, 1996; FIDEL et al, 1999; ELIE et al, 1999). 

Juntamente com a identificação de  Candida glabrata, a determinação da 

suscetibilidade do isolado também é útil para a prescrição de um tratamento adequado. 

Técnicas como  microdiluição em caldo, E-test e métodos de difusão em ágar podem ser 

utizadas para testar a suscetibilidade aos antifúngicos disponíveis (REX et al, 2002; CLSI, 

2008). A recente padronização dos testes de suscetibilidade para fungos leveduriformes 

determinou  investimentos da indústria diagnóstica no lançamento de que testes  comerciais 

que permitem uma rápida e segura determinação das concentrações inibitórias mínimas, 

mesmo em laboratórios clínicos hospitalares onde a rotina micológica é restrita; estes testes 

incluem: Candifast, ATB Fungus, Teste Diff, Mycostandard, Mycototal (BIALKOVÁ & 

ŠUBIK, 2006). 

Historicamente Candida glabrata era considerada fungo leveduriforme não 

patogênico, saprófita do organismo humano, onde raramente era causadora de infecções 

graves em humanos. Entretanto, esta espécie tem emergido como importante patógeno 

fúngico, e em muitos países destaca-se como o segundo agente mais isolado em episódios de 

candidíase, depois de C. albicans (BADER et al, 2004; DAN et al, 2006). Acomete pacientes 

imunocomprometidos, particularmente aqueles em estados netropênicos, na pré-maturidade, 

prolongada hospitalização, utilização prévia de antibióticos e utilização do fluconazol tanto 

em uso terapêutico quanto profilático (SOBEL et al, 2000; GUBBINS & ANAISSIE, 2002). 

Nas candidemias, o quadro clínico determinado por  C. glabrata,  é praticamente 

indistinguível das infecções causadas por  C. albicans.  C. glabrata pode causar fungemia 

evidenciando quadro clínico com febre, tremores, ou choque séptico (GUMBO et al, 1999). 

Outras formas menos frequentes de infecção incluem raros casos de endocardite causados por 

C. glabrata, infecções de feridas pós-operatórias, peritonites e infecções pélvicas, urinárias e 

biliares (FIDEL et al, 1999). 

Contrastando com as demais espécies de Candida, as infecções por C. glabrata são 

difíceis de tratar e muitas vezes são resistentes a muitos agentes antifúngicos azólicos, em 
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especial ao fluconazol. Por conseguinte, infecções por C. glabrata evidenciam  elevadas taxas 

de mortalidade em pacientes hospitalizados com situações de riscos (SOBEL et al, 2000; 

COLOMBO et al, 2006; TUMBARELLO et al, 2008).  

Alguns autores relataram maiores taxas de mortalidade nas candidemias associadas a 

C. glabrata do que naquelas causadas por  C. albicans (KOMSHIAN et al, 1989; FIDEL et al, 

1999; ALONSO-VALE et al, 2003). Gumbo et al (1999) relataram elevas taxas de 

mortalidade por C. glabrata, atingindo 44%  dos óbitos. Dentre os fatores associados à 

mortalidade estão: internação na UTI, cirurgia abdominal, insucifiência renal, o tratamento 

prévio com fluconazol, e baixas doses de anfotericina B .  

Uma característica das infecções por C. glabrata, tanto nas invasivas quanto nas de 

mucosas, é a apresentação de infecção polimicrobiana, simultânea ou sequencialmente, após 

bacteremia ou bacteriúria (KAUFFMAN et al, 2000) ou infecção mista envolvendo C. 

glabrata e C. albicans concominantemente (KAMIYA et al, 2005; LIGORI et al ,2007). 

C. albicans é, ainda, a mais recorrente das espécies de Candida em episódios de 

candidemias, porém segundo Trick et al (2002), desde 1993, a incidência de Candida 

glabrata tem aumentado neste tipo de infecção, embora o mesmo tenha sido geograficamente 

determinado. De modo geral, na América do Norte e Europa, C. glabrata se impõe como a 2° 

espécie mais envolvida em candidíases, muitas delas com risco de morte (WILSON et al, 

2005; WARNOCK, 2007). 

No Brasil, Colombo e colaboradores (2006) avaliando a etiologia das candidemias em 

11 centros médicos brasileiros, evidenciaram que C. glabrata ocupa o 5° lugar (4,9%) entre 

os agentes de candidemia. Todavia, este percentual corresponde a 0,12 casos/1000 o que é 

similar aos países europeus e América do Norte. As causas de C. glabrata ser incomum no 

Brasil não estão claras.  

A resistência aos antifúngicos tem representado um grande desafio para a clínica, 

frente às dificuldades observadas no tratamento das candidíases. As infecções por C. glabrata 

são especialmente importantes porque esta espécie apresenta uma resistência inata a agentes 

antifúngicos como os azóis (DENNING et al, 1997; SANGUINETTI et al, 2005). 

Comparando com outras espécies de Candida, os isolados de C. glabrata tendem a apresentar 

as maiores Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) quando testados frente a  azóis, sendo 

naturalmente menos sensíveis a todos os agentes antifúngicos, incluindo anfotericina B. As 

CIMs de fluconazol para C. glabrata são, aproximadamente, 16 vezes maiores do que as 
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requeridas por C. albicans; este fato vem representar uma seleção de espécies durante o uso 

profilático de fluconazol (ZEPELIN et al, 2007; GARNACHO-MONTERO et al, 2010). 

Quando se aborda o termo  resistência entre espécies de Candida, cabe também 

diferenciar  resistência primária ou intrínseca da resistência secundária ou  adquirida. A 

resistência intrínseca é a resistência natural ou inata de uma espécie frete a  terapia 

antimicrobiana, mesmo que  o microrganismo nunca tenha tido contato com o agente 

antifúngico (LEWIS, 2009). Em contraste, a resistência adquirida se desenvolve em 

organismos em que anteriormente eram sensíveis e após a exposição a um agente 

antimicrobiano tornam-se resistentes. Assim, a utilização prévia de antifúngicos pode  

selecionar espécies menos sensíveis como C. glabrata. As bases moleculares para o 

desenvolvimento de resistência intrínseca de C. glabrata a antifúngicos tem sido estudadas 

(BENNETT et al, 2004; SANGLARD et al, 1999; VERMITSKY et al, 2004). 

Em C. glabrata, a expressão de bombas de efluxo de drogas e a super expressão do 

gene que codifica a lanosterol demetilase, são o dois mecanismos mais conhecidos de 

resistência ao fluconazol (SANGLARD et al, 2001).  

Segundo Pinjon e colaboradores (2005) os quatro principais mecanismos responsáveis 

pelo desenvolvimento da resistência aos azólicos em Candida são: (1) efluxo de droga, (2) 

alterações na expressão gênica da enzima lanosterol demetilase, (3) mudanças de aminoácidos 

na lanosterol demetilase, (4) alterações na biossíntese de esteróis. A resistência dos fungos a 

azólicos está muito associada a  regulação de bombas de membrana  associadas a proteínas, 

conseqüentemente, o efluxo de uma ampla gama de moléculas, incluindo azóis. Estas 

proteínas de transporte são compostas por membros do família ABC (ATP-binding cassete) 

ou major facitator superfamily (MFS). Os transportadores ABC são encontrados normalmente 

na membrana plasmática e membranas das organelas de todos os organismos (SANGLARD et 

al, 2001; GAUR et al, 2005). 

Sob condições in vitro a elevada freqüência da resistência de C. glabrata  aos azólicos 

tem sido descrita em vários estudos. Um deste estudos observou o fenótipo de C. glabrata 

para resistência, onde ficou evidenciado que o tratamento desta levedura com subdoses de 

azólicos, está associado com a superexpressão de genes para transportadores ABC 

(responsáveis pelo efluxo) (SANGLARD et al, 1999, 2001). Sanglard et al (1999) observaram 

que quando um isolado de C. glabrata é exposto ao fluconazol em concentração de 50 mg / 

mL, determina resistência para este antifúngico e a outros azóis, com uma frequência alta. 

Ainda, a supressão do gene CgCDR1 mutante pode desenvolver uma resistência a azóis em 
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um meio contendo fluconazol em uma menor concentração de 5 mg / mL , devido a um gene 

do transportador do tipo ABC distintas semelhantes a CgCDR1, chamado CgCDR2 (sinônimo 

PDH1) (MIYAZAKI et al, 1998). 

Vários tranportadores são envolvidos no surgimento de resistência em diversos 

fungos, porém apenas quatro tipos de transportadores têm sido implicados na resistência de C. 

glabrata ao fluconazol: são os tranportadores ABC CgCdr1p, CgPdh1p, CgSnq2p e CgAus1p. 

Análises do RNA de C. glabrata resistentes ao fluconazol de isolados clínicos sugerem que a 

base predominante de resistência aos azólicos é a hiper-sensibilização de CgCDR1 e, em 

menor grau a de CgPDH1 (MIYAZAKI et al, 1998; SANGLARD et al, 2001; BENNETT et 

al, 2004; SANGUINETTI et al, 2005).  

Outro mecanismo determinante da resistência aos azólicos está fortemente associado a 

um estado funcional da mitocôndria de C. glabrata. Foi demonstrado que a perda de DNA 

mitocondrial, gera um aumento na expressão de alguns genes envolvidos na resistência a 

antifúngicos, por C. glabrata se tratar de um fungo “petite positivo” (DEFONTAINE et al, 

1999). 

Juntamente com os genes que codificam o transportador de tipo ABC, outro 

Candidato é o gene ERG11 que codifica a enzima lanosterol 14α-demetilase que também está 

diretamente ligada à resistência ao fluconazol (MARICHAL et al, 1997; HENRY et al, 2000). 

O mecanismo deste tipo de resistência refere-se a mutações no gene ERG11 e a super 

expressão do mesmo gene. Supõe-se também que as mitocôndrias funcionais possam ser 

responsáveis pela conversão dos precursores do ergosterol em esteróis tóxicos, por isso a 

perda da função mitocondrial é o resultado da pressão de seleção causada pelo uso excessivo 

dos azóis (KONTOYANNIS, 2000). 

C. glabrata também é capaz de utilizar o colesterol ou outros precursores do ergosterol 

do hospedeiro, quando a biossíntese de ergosterol é bloqueada (após a supressão do gene 

ERG11 (codifica a lanosterol 14α-demetilase) e do gene ERG9 (codifica a esqualeno sintase) 

(NAKAYAMA et al, 2001). Experimentos in vivo revelaram que C. glabrata acumula 

precursores anormais de ergosterol que são diferentes dos acumulados em S. cerevisiae e C. 

albicans após tratamento com fluconazol (KELLY et al, 1995).  
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2.4 Agentes Antifúngicos, Limitações e Resistências  

Embora o número de antifúngicos tenha aumentado nos últimos anos, o tratamento das 

infecções fúngicas é ainda limitado a apenas 15 agentes atualmente aprovados para uso 

clínico. As classes terapêuticas hoje disponíveis resumem-se a: alilaminas (terbinafina); 

antimetabólicos (fluocitosina); azólicos (fluconazol, cetoconazol, itraconazol, ravuconazol, 

voriconazol, posaconazol); inibidores da síntese de glucana (caspofungina, micafungina e 

anidulafungina); poliênicos (anfotericina B, anfotericina B complexo lipídico, anfotericina B 

dispersão coloidal, anfotericina B lipossomal e nistatina lipossomal) (JOHNSON et al, 2004; 

CAPPELLETTY et al, 2007).  

Além do mais, o tratamento bem sucedido não só depende da suscetibilidade do 

organismo ao antifúngico, mas também depende do sistema imune do hospedeiro, da 

penetração e distribuição de medicamentos, e do foco infeccioso estar ou não protegido  

(BEN-AMI et al,  2008). 

As semelhanças entre as células de fungos e células de mamíferos tem tornado o 

desenvolvimento da antifungicoterapia difícil, pois ambas são células eucarióticas com 

organelas semelhantes, incluindo-se também a replicação do DNA e síntese protéica. Por 

outro lado, as diferenças entre as paredes celulares dos mamíferos e dos fungos permite que 

os processos de síntese dos componentes da parede celular dos fungos torne-ser alvo para 

antifúngicos, sem comprometer as células dos mamíferos. Por isto,  inibidores da biossíntese 

da parede celular bacteriana, como as penicilinas, foram utilizados há anos devido a baixa 

toxicidade associada. Outros alvos de antifúngicos incluem agentes  inibidores da biossíntese 

de DNA, a perturbação dos fusos mitóticos e interferência no metabolismo intermediário. A 

diferença mais amplamente explorada entre as células de mamíferos e a dos fungos é o fato da 

membrana celular fúngica conter ergosterol e outros esteróis em oposição ao colesterol 

presente nas células dos mamíferos (BRANCH et al, 1988; PAPPAS et al, 2009). 
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2.4.1  Poliênicos  

Até 1940, poucos agentes antifúngicos estavam disponíveis para o tratamento das 

micoses sistêmicas. Neste contexto, o desenvolvimento dos antifúngicos poliênicos, 

especialmente a anfotericina B em 1956, representou um grande avanço na micologia médica, 

uma vez que foi o agente mais utilizado no tratamento das infecções fúngicas sistêmicas até o 

início da década de 1990 (MAERTENS, 2004). 

Os dois poliênicos comercialmente disponíveis são nistatina e anfotericina B. Seu 

mecanismo de ação é baseado na formação de poros aquosos formados por anéis de oito 

moléculas de poliênicos ligadas hidrofobicamente aos esteróis da membrana citoplasmática 

do fungo, acarretando a morte celular através da desestabilização desta membrana seguida de 

alteração de permeabilidade e extravasamento de componentes citoplasmáticos vitais ao 

fungo (CATTALÁN & MONTEJO, 2006; BEN-AMI et al,  2008).  

Devido à toxicidade de nistatina, este poliênico só é utilizado como antifúngico  

tópico. A anfotericina B não é absorvida por via oral ou intramuscular, requerendo, portanto, 

administração intravenosa, intratecal ou através da rota inalatória. A anfotericina B é um 

antifúngico de amplo espectro, ativo sobre varias micoses como candidíases, aspergilose, 

blastomicose, coccidioidomicoese, criptococose, histoplasmose, paracoccidioidomicose, 

esporotricose, e zigomicose (GUBBINS & ANAISSIE, 2002). 

Devido a insolubilidade em água, a anfotericina B requer solubilização em meio 

contendo deoxicolato, o que faz do desoxicolato de anfotericina  B, a forma farmacêutica 

mais comum; todavia esta forma permite que a anfotericina B se ligue ao colesterol das 

membranas celulares dos mamíferos, o que determina a maioria de seus efeitos adversos. A 

nefrotoxicidade, é uma das  principais complicações que deve ser levada em consideração, 

sendo decorrente do efeito da anfotericina B diretamente nas células tubulares renais, 

resultando em necrose tubular aguda, vasoconstrição e redução da filtração glomerular. 

Conseqüentemente, a incidência de falência renal aguda associada à terapia de anfotericina B 

leva a contribuir ao óbito (BATES et al, 2001). A redução da função renal ocorre em mais de 

80% dos pacientes que recebem a droga, e mesmo após o término da utilização do antifúngico 

alguns pacientes permanecem com comprometimento da filtração glomerular (BRANCH, 

1988). 
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Devido ao excelente espectro de ação antifúngica e aos severos efeitos adversos,   a 

indústria farmacêutica desenvolveu novas formas de apresentação da anfotericina B como: 

anfotericina B complexo lipídico (ABCL), anfotericina B em dispersão coloidal (ABCD) e 

ainda a  forma lipossomal (L-Amb). Embora todas mantenham o mesmo espectro de atividade 

do desoxicolato de anfotericina B, as formulações lipídicas parecem ser mais potentes, menos 

nefrotóxicas e diferem entre si com respeito a propriedades bioquímicas, farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas (REX et al, 2001; DUPONT, 2002). 

Poucos isolados clínicos de Candida têm sido caracterizados como resistentes a 

anfotericina B, pois os documentos M27-A3 e M38-A2 do CLSI que padronizam as técnicas 

para testes de suscetibilidade, respectivamente de fungos leveduriformes e filamentosos, não 

apresentam breakpoints para a classificação dos isolados em sensíveis ou resistentes. Por 

outro lado, vários autores propõem que CIMs ≥ 2 μg/ml seriam compatíveis com a resistência 

(ELIE et al, 1999). Todavia, esta CIM é com freqüência determinada para uma variedade de 

fungos filamentosos como Paecilomyces lilacinus, Scedosporium, alguns Aspergillus spp, 

Alternaria spp, Fusarium spp, Penicillium spp, Sporothrix schenckii (ESPINEL-INGROFF et 

al, 2007). 

Os casos de resistência a anfotericina B têm sido pouco descritos em C. glabrata, 

porém, de um modo geral, as CIMs de anfotericina B a C. glabrata  são superiores às 

observados para C. albicans (OLSON et al, 2005). Estudos de suscetibilidade de C. glabrata 

têm mostrado que 61,9% dos isolados são sensíveis ao fluconazol e 75,2% é sensível a 

anfotericina B. Tais percentuais são ilusórios, pois, embora inicialmente sensíveis, os 

tratamentos rapidamente revertem o perfil de sensível para resistente (PFALLER et al, 

2004a). 

A redução ou falta de conteúdo de ergosterol na membrana plasmática da célula 

fúngica, tem sido associada à resistência, devido ao fato da afinidade de anfotericina B pelo 

ergosterol ser elevada e reduzida aos outros ergosteróis da membrana fúngica (fecosterol e 

episterol). Os mecanismos de alterções quantitativas do ergosterol são: (1) redução de 

ergosterol devido a inibição da sua síntese; (2) subtituição de ergosterol por episterol e 

fecosterol ou outros esteróis; (3) alterações na relação de esteróis e fosfolipídeos (PEYRON et 

al, 2002). Poucos estudos tem focado os aspectos moleculares dos isolados resistentes a 

anfotericina B. Entretanto relaciona-se mutações nos genes ERG2 e ERG3 como responsáveis 

por alterações na biosíntese do ergosterol (HAYNES et al, 1996).  Em Candida spp e em  

Cryptococcus spp, resistentes a poliênicos, o teor de ergosterol foi menor do que em isolados 
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sensíveis a poliênicos (KAHN et al, 2006).  Ainda as alterações   na síntese de glucanas bem 

como a  formação de biofilmes são fenômenos que favorecem a emergência da resistência de 

C. glabrata à anfotericina B  (LO et al, 2005). 

2.4.2 Antifúngicos Azólicos 

A segunda classe de antifúngicos que exerce atividade sobre a membrana celular dos 

fungos são os antifúngicos azólicos. Os azólicos constituem-se num grupo de drogas sintéticas 

fungistáticas, caracterizadas por apresentarem um anel imidazol ligados por ligação CN com 

outros anéis aromáticos. A natureza desses anéis aromáticos é de modificar as propriedades 

físico-químicas, aumentar a eficácia terapêutica e reduzir a toxicidade. Dependendo do 

número de nitrogênio presentes no anel imidazol, estes agentes antifúngicos classificam-se em 

imidazólicos (miconazol, cetoconazol) quando houver apenas um átomo de nitrogênio e são 

chamados de triazólicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, ravuconazol) 

quando a molécula apresentar 3 átomos de nitrogênico no anel azólico (CATTALÁN & 

MONTEJO, 2006) 

A atividade antifúngica dos azólicos ocorre através de diversos mecanismos; o mais 

importante é a inibição da biossíntese do ergosterol, determinando alteração da 

permeabilidade de membrana, pois, os azóis se ligam às enzimas do citocromo P450 do fungo 

e inibem a desmetilação do lanosterol, um precursor do ergosterol (SPINOSA et al, 2002). Os 

triazólicos, sub-classe dos azólicos, representam novos antifúngicos com grande eficiência e 

baixa toxicidade. Diferentemente dos imidazóis, os triazóis tem alta afinidade pelo citocromo 

P450 fúngico não apresentando afinidade pelo citocromo P450 dos mamíferos. Em geral, os 

triazólicos demonstraram um espectro de atividade muito mais amplo e reduzida toxicidade 

quando comparados aos imidazólicos (SPINOSA et al, 2002). 

Em 1981, o cetoconazol foi aprovado para uso sistêmico. Por quase uma década 

prevaleceu como o único agente oral disponível para o tratamento de infecções fúngicas 

sistêmicas. Até a introdução dos triazólicos, o cetoconazol era particularmente útil no 

tratamento de alguns tipos de candidíase, blastomicose, histoplasmose. Entretanto, era inativo 

frente a muitos isolados de Candida e Aspergillus (TERRELL, 1999).  
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Com o passar dos anos, um número clinicamente relevante de falhas do cetoconazol se 

tornaram evidentes: absorção influenciada pelo pH gástrico, indisponibilidade de formulação 

intravenosa, baixa penetração no líquido cerebroespinhal, ação unicamente fungistática, 

efeitos colaterais gastrintestinais podendo ainda causar hepatite fatal. Quando excedendo 400 

mg diárias, o cetoconazol também pode inibir a síntese de testosterona e cortisol resultando 

em uma variedade de distúrbios endócrinos e interações medicamentosas (MAERTENS, 

2004). 

A aprovação dos triazólicos, especialmente o fluconazol, no final dos anos 80 e início 

dos anos 90 implicou em grandes avanços no tratamento seguro e eficaz de  infecções 

fúngicas locais e sistêmicas. O fluconazol, cobre muitas das deficiências dos imidazólicos. 

Diferente do cetoconazol, é altamente solúvel em água e pode ser administrado 

intravenosamente a pacientes seriamente doentes, não é alterado por mudanças na acidez 

gástrica e possui menor risco de hepatoxicidade. Além disso, apresenta boa penetração no 

fluído cerebroespinhal, alcançando níveis de quase 80% no sangue. Entretanto, muitas das 

mesmas interações medicamentosas apresentadas pelo cetoconazol são também possíveis para 

o fluconazol (PATTON et al, 2001; MAERTENS, 2004). 

Contudo, o entusiasmo inicial pelo fluconazol foi desafiado por dois eventos: o 

envolvimento de um maior espectro de patógenos nas infecções fúngicas e a emergência da 

resistência aos azólicos. Isso porque, embora C. albicans permaneça a levedura mais 

comumente encontrada, este antifúngico apresenta restrições para infecções causadas por C. 

krusei, C glabrata e Aspergillus spp (HAJJEH et al, 2004; COLOMBO et al, 2007). 

A espécie C. glabrata além de ser menos susceptível ao fluconazol demonstra uma 

capacidade de tornar-se rapidamente resistente ao fluconazol e, cruzadamente, aos demais 

azólicos. A exposição de C. glabrata a sub-doses de fluconazol pode resultar em uma 

resistência adquirida. Estudos clínicos têm mostrado que a frequência de colonização e 

infecção de pacientes com C. glabrata pode ser aumentada em populações submetidas a 

profilaxia com fluconazol. (BENNETI et el, 2004).  Ainda, Pfaller e colocaboradores (2004b) 

observaram que o fluconazol pode servir como um marcador para prever a suscetibilidade de 

Candida spp, a antifúngicos do tipo azólicos em presença de resistência cruzada de fluconazol 

e novos triazólicos.  

O itraconazol, por sua vez, gradualmente substituiu o cetoconazol como tratamento de 

escolha para casos não-invasivos de histoplasmose, blastomicose e paracoccidioidomicose. É 

um derivado dos triazóis com atividade semelhante ou superior ao fluconazol, mas com uma 
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farmacocinética muito semelhante ao cetoconazol. Como o cetoconazol, é uma base fraca, por 

isso requer um meio ácido para absorção e tem os mesmos inconvenientes, como a  reduzida  

absorção em pH gástrico mais elevado. Tal como acontece com o cetoconazol, é altamente 

lipossolúvel, assim a difusão do LCR e filtração de urina são mínimas. É extensivamente 

metabolizado no fígado (foram documentados até 30 metabolitos) (ABETE, 1998). Por causa 

da errática absorção e baixas concentrações sangüíneas estarem associadas à falhas 

terapêuticas, foi desenvolvida uma formulação oral contendo hidroxipropil-β-ciclodextrina 

como solubilizante, cuja biodisponibilidade é significativamente maior do que a apresentada 

pelas cápsulas (TERRELL, 1999). 

Em estudo realizado por Kuriyama et al (2005), a resistência ao fluconazol foi 

detectada em somente 0,3% das cepas de C. albicans e 10% das cepas de C. glabrata. Das 

521 cepas testadas, somente cinco de C. albicans eram resistentes ao itraconazol, enquanto 

que em C. glabrata e C. krusei, a resistência ocorria em 23,7% e 14,3% dos isolados, 

respectivamente. 

Aprovado em 2002, o voriconazol, estruturalmente relacionado ao fluconazol, é 

oralmente e parenteralmente ativo; e diferentemente do itraconazol, sua absorção não é 

afetada pelo pH gástrico (JEU et al, 2003). É um triazólico de segunda geração derivado de 

fluconazol, mas com uma potência e espectro de atividade muito maior Este antifúngico 

difere do fluconazol pela substituição de um anel triazol e um n-fluoropirimidina. Estas 

alterações moleculares conferem ao voriconazol uma potente ação fungicida contra fungos 

filamentosos como Aspergillus e Fusarium. A sua ação contra leveduras é principalmente 

fungistática embora tenha sido relatado que alguns isolados de Candida são refratários ao 

voriconazol (QUINDÓS et al, 2007). Apesar da eficácia, segurança e amplo espectro, o 

voriconazol ainda não é o azólico ideal porque ainda apresenta  interações medicamentosas e 

efeitos colaterais clássicos dos azólicos (GUPTA et al, 2005). 

Frente aos novos triazólicos como o voriconazol, ravuconazol e posaconazol, C. 

glabrata tem sido significativamente mais sensível do que ao fluconazol. Deste modo, o 

voriconazol foi sugerido como alternativa terapêutica frente a C. glabrata fluconazol-

resistentes. Por outro lado, quando se comparam as concentrações inibitórias mínimas 

(CIMs), há evidentes correlações entre voriconazol com as CIMs frente ao fluconazol, 

comprovando a resistência cruzada BENNETT et al, 2004). Em revisão Quindós et al (2007) 

cita que 5 a 10% dos isolados de C. glabrata são resistentes in vitro ao voriconazol (CIM ≥ 



  30       

  

2,0 µg/mL), e este percentual sobe para 60% quando se trata de isolados resistentes ao 

fluconazol. 

2.4.3 Pirimidinas 

A 5-fluorocitosina é um pró-fármaco sendo  o único representante da classe das 

pirimidinas. A ação antifúngica da flucitosina ocorre através da sua conversão, no citoplasma 

fúngico, em 5 fluoracil, o qual, por sua vez é convertido em 5-fluoro-2´-deoxiuridina 5´-

monofosfato, um antimetabólito que inibe a timidilato sintetase, enzima que é fundamental na 

síntese do DNA fúngico (SPINOSA et al, 2002). O agente pirimidínico possui excelente 

espectro de atividade e potência frente a espécies de Candida (exceto C. krusei.) e outros 

fungos leveduriformes. Este antimicótico está disponível apenas por via oral e tem uma meia-

vida curta, portanto, deve ser administrado com freqüência. Uma das suas vantagens é de 

produzir poucos efeitos tóxicos (PAPPAS  et al, 2009). 

A utilização de flucitosina como único agente no tratamento de micoses não é 

recomendado uma vez que uma alta prevalência de resistência primária e secundária está 

associada a esse fármaco (DENNING et al, 1997; PATON el al, 2002). Denning et al (2007), 

relatou que em isolados de Candida spp (especialmente C. glabrata) depois de expostos a 

monoterapia por flucitosina evidenciaram resistência a este antifúngico.  Por outro lado, a sua 

combinação com anfotericina B ou azólicos é considerada bastante útil no tratamento de 

micoses invasivas causadas por espécies de Candida e Cryptococcus (SCHWARZ et al, 

2003).  

2.4.4 Equinocandinas 

A mais nova classe de antifúngicos é representada pelas equinocandinas 

(micafungina caspofungina, e anidulafungina) e constiui-se na única classe de inibidores da 

parede celular fúngica. O mecanismo de ação destes antifúngicos se dá a partir da inibição 

não competitiva da enzima β-1,3-glucana sintase, que catalisa a polimerização da glicose-

uridina-difosfato (UDP-glicose). Quando a síntese deste polímero é inibida, ocorre o 
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extravasamento de componentes da célula, como resposta a elevada pressão osmótica 

exercida sobre a parede celular enfraquecida (DOUGLAS et al, 1997; BARTIZAL et al, 

1997).  

Todas as equinocandinas estão disponíveis em preparações parenterais e como agem 

sob estruturas específicas fúngicas possuem poucos efeitos colaterais. As equinocandinas têm 

atividade contra a maioria das espécies de Candida, mas tem menor atividade contra alguns 

isolados de Candida parapsilosis e Candida guilliermondii (PFALLER et al, 2008; KRAUSE 

et al, 2004). As equinocandinas também são recomendadas como uma alternativa ao 

fluconazol para o tratamento primário para a maioria dos adultos não neutropênicos com 

candidemias ou suspeita de doença invasiva. Para o tratamento de candidemias em pacientes 

neutropênicos, as equinocandinas constotuem-se nos fármacos de escolha (PAPPAS et al, 

2009). 

A caspofungina foi aprovada para o tratamento de candidemias, candidíase 

mucocutânea e aspergilose invasiva (PFALLER et al, 2003a). Provou ser altamente ativa 

frente a biofilmes de C. albicans, e uma de suas mais significantes vantagens é a maior 

atividade frente a isolados de Candida resistentes a azólicos (PFALLER et al, 2003a; 

PFALLER et al, 2004b). Não possui atividade contra C. neoformans, Trichosporon spp., 

Rhizopus spp e Fusarium spp. A caspofungina parece ser, similarmente, ativa frente a 

isolados sensíveis e resistentes a itraconazol e fluconazol (CATALÁN et al, 2006).  

Anidulafungina, caspofungina e micafungina possuem excelente atividade in vitro 

contra Candida spp. (99,6% sensíveis); as exceções são as CIMs para Candida parapsilosis e 

Candida guilliermondii (90% sensíveis). Embora a resistência in vitro para equinocandinas 

tem sido raramente relatada, Mouldgal et al (2005) observaram que em isolados de Candida 

parapsilosis resistentes ao fluconazol as CIMs para anidulafungina e caspofungina são mais 

elevadas, evidenciando uma resistência cruzada entre azólicos e equinocandinas. Por outro 

lado, Ruan et al (2007) avaliaram amostras de C. glabrata isoladas de pacientes internados em 

UTIs, e determinaram que a caspofungina é altamente eficaz contra infecções provocadas por 

isolados de C. glabrata. 

A resistência microbiana é uma variável quantificável e é definida pela concentração 

inibitória mínima (CIM), a menor concentração do agente antimicrobiano que inibe o 

crescimento de microorganismos. Há três termos usados para descrever a suscetibilidade de 

qualquer organismo a um determinado medicamento; "suspcetível", "intermediária" ("dose-

dependente sensíveis" ou SDD) ou "resistentes". O Clinical and Laboratory Standards 
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Institute (CLSI) Subcomite de antifúngicos Testes desenvolvidos e microdiluição em caldo 

padronizado da macrodiluição, caldo e difusão em disco para o ensaio de suscetibilidade in 

vitro de espécies de Candida contra o fluconazol (REX et al, 2001; CLSI, 2002). A resistência 

ou a sensibilidade in vitro frente aos agentes antifúngicos pode não predizer a resposta clínica 

a infecção, porém é aceitável a relação entre elevadas CIMs e baixa resposta aos 

antimicrobianos (DANNAOUI et al, 1999). 

2.5 Combinação de agentes antifúngicos 

As elevadas taxas de mortalidade causadas pelas infecções fúngicas e a eficácia 

limitada dos antifúngicos disponíveis estimularam um grande interesse pelo uso de 

combinações entre antifúngicos no tratamento dessas infecções (JOHNSON et al, 2004). O 

FDA (Food and Drug Administration) aprovou vários agentes antifúngicos de várias classes 

(azóis, equinocandinas, pirimidinas, poliênicos) como opções terapêuticas para infecções 

fúngicas. Entretanto, muitas vezes o tratamento é complicado pela elevada toxicidade, baixa 

tolerabilidade ou limitado espectro de ação. Estas dificuldades têm conduzido esforços para 

avaliar a eficácia da terapia combinada no tratamento de infecções invasivas (MUKHERJEE 

et al, 2005). 

O uso de combinações de antifúngicos com diferentes mecanismos pode aumentar as 

taxas de sucesso dos tratamentos, reduzir a duração da terapia, evitar o aparecimento de 

resistência medicamentosa, bem como expandir o espectro de atividade (BARCHIESI et al, 

2004).  

Vazquez (2003) em revisão sobre o assunto, aponta as principais vantagens para a 

utilização da associação de dois ou mais antifúngicos, entre elas: (1) a obtenção de atividade 

fungicida através da associação de dois agentes fungistáticos; (2) a possibilidade de 

diminuição da dosagem dos fármacos, diminuindo os efeitos colaterais e a toxicidade, 

mantendo a eficácia, e conseqüentemente retardando a emergência de mutantes resistentes ao 

fármaco; (3) a obtenção de um amplo espectro de tratamento para pacientes seriamente 

doentes suspeitos de estarem acometidos por infecções mistas ou infecções por patógenos 

resistentes. Por outro lado, o autor ainda salienta que a combinação de antifúngicos no 

tratamento das micoses pode acarretar desvantagens como: (1) a redução na eficácia clínica 
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através da interação antagonista dos agentes; (2) aumento do potencial para interações e 

toxicidades medicamentosas; (3) elevação dos gastos com medicamentos que juntos podem 

não possuir benefício clínico comprovado. 

As dificuldades na utilização da combinação de antifúngicos têm conduzido os 

esforços recentes para determinar a eficácia da terapia combinada no tratamento de infecções 

invasivas. As justificativas mais comuns  dos estudos que focam a terapia de combinação se 

baseiam em: 1) mecanismos de ação, que combinam agentes com alvos complementares no 

interior das células fúngicas (poliênicos mais azóis ou equinocandinas);  2) espectro de ação 

que combina potentes agentes contra organismos diferentes; 3) a estabilidade, 

farmacocinética, farmacodinâmica. Desta três razões principais, a maioria dos estudos de 

terapia combinada estão baseados na lógica da combinação de agentes que têm mecanismos 

de ação complementares. Assim pode-se ter maior potência do que o uso das drogas em 

monoterapia, melhoria na segurança e tolerabilidade, e a redução do número de organismos 

resistentes (LEWIS & KONTOYIANNIS, 2000). 

Avaliações in vitro das interações medicamentosas são geralmente baseadas em 

"nenhuma interação" teoria, que pressupõe que a droga em combinação não interagem uns 

com os outros. Quando o efeito observado da combinação de drogas é maior do que o previsto 

a partir do "sem interação" tem-se o sinergismo. Por outro lado, o antagonismo é 

caracterizado quando o efeito observado é menor do que o previsto individualmente (GRECO 

et al, 1995). Apesar de várias categorias, incluindo "aditivo", "subaditivo" e "indiferente" 

terem sido  utilizadas para descrever as interações medicamentosas intermediárias, o consenso 

foi o agrupamento de todas elas sob o título "nenhuma categoria de interação ou indiferença" 

(ODDS, 2003).  

Foram desenvolvidos métodos in vitro para quantificar os efeitos das combinações 

antifúngicas sobre o crescimento fúngico, com a finalidade de prever a eficácia terapêutica. 

Um dos mais simples e conhecidos, utilizados na detecção da interação entre os fármacos é o 

método de “checkerboard”. Diluições seriadas de antifúngicos em caldo são distribuídas 

bidimensionalmente em microplacas as quais são inoculadas com uma concentração padrão 

do microrganismo a ser testado, de modo que um grande número de concentrações de 

antifúngico pode ser avaliado simultaneamente (JOHNSON et al, 2004; MUKHERJEE et al, 

2005).  

Em geral, o método de “checkerboard” é fácil de realizar e interpretar, mas não 

fornece detalhes sobre as características farmacodinâmicas de combinações de antifúngicos. A 
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determinação das CIMs dos antifúngicos em combinação é geralmente seguido por uma 

análise mais aprofundada, utilizando as concentrações inibitórias fracionáveis (CIFs) de cada 

antifúngico e apartir destas, é possível calcular o índice de concentração inibitória fracional 

(ICIF) (BERENBAUM, 1978). A técnica de “checkerboard” permite o cálculo do ICIF para 

demonstrar se a CIM de um fármaco estará reduzida, inalterada ou aumentada na presença de 

outro fármaco (ODDS, 2003). 

A maioria dos estudos que investigam a eficácia in vitro de antifúngicos em 

combinação deve interpretar os resultados em termos do ICIF, que é definido 

pela seguinte equação (MUKHERJEE et al, 2005) 

 

ICIF =  CIF A  +  CIF B =  CIM A em combinação  +  CIM B  em combinação 

                           CIM A sem combinação     CIM B sem combinação 

 

Ao longo dos anos, vários investigadores têm classificado as interações entre agentes 

antifúngicos usando o ICIF em termos diferentes, levando a nomenclatura por vezes a 

interpretações confusas dos resultados. Recentemente, por razões de uniformização de 

interpretação, Odds (2003) propôs que um ICIF < 0,5 deve ser considerado uma combinação 

sinérgica;  ICIF > 4 deve ser considerado  antagonismo, e  ICIF entre 0,5 e 4 deve ser 

considerado sem interação (indiferença). A facilidade do uso, simplicidade e viabilidade de 

desempenho tornam o ICIF um método vantajoso para a análise das interações 

medicamentosas na maioria dos laboratórios clínicos (JOHNSON et al, 2004).  

O método de “checkerboard” também tem  desvantagens significativas: 1) é 

dependente na determinação da escala de concentrações utilizadas para CIM e, portanto, pode 

levar a erros experimentais;  2) não permite a diferenciação entre a possibilidade de que em 

algumas combinações no tabuleiro de xadrez  pode haver um sinergismo enquanto em outras 

concentrações pode haver indiferença ou antagonismo; 3) para algumas combinações de 

antifúngicos, a escolha da CIM como ponto final de leitura não é clara, levando a dificuldades 

no cálculo do ICIF; 4) não é passível de análise estatística; 5) a definição do ICIF varia muito 

entre os diferentes estudos (MELETIADIS et al, 2002; TE DORSTHORST et al, 2002). 

As relações entre inúmeras combinações de antifúngicos têm sido caracterizadas em 

estudos in vitro frente a espécies de Candida. A maior parte dos estudos in vitro de interações 

de antifúngicos frente a Candida spp. investigaram as combinações entre polênicos e azóis.  

(JOHNSON et al, 2004). Entretanto neste tipo de combinação o efeito antagônico tem sido 
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observado em grande parte dos estudos (DUPONT & DROUHET, 1979; SUD & 

FEINGOLD, 1983; VAN ETTEN et al, 1991; MARTIN et al, 1994; VAZQUEZ et al, 1996; 

SAMARANAYAKE et al, 2001; SHIN & PYUN, 2004). O mecanismo do efeito antagônico é 

sugerido como resultante do bloqueio da síntese do ergosterol da membrana celular fúngica 

pelos azólicos, eliminando, assim, o sítio de ação da anfotericina B, que é o ergosterol 

presente na membrana plasmática. Vazquez et al (1996) ainda propõe que a exposição das 

células leveduriformes ao fluconazol ativa as bombas de efluxo, as quais direta ou 

indiretamente reduziriam a afinidade ou o impacto de anfotericina B na membrana celular. 

Por outro lado, a ausência de antagonismo entre poliênicos e azólicos (BOLARD, 1986) é 

explicada pelo fato de que a anfotericina B, também parece induzir ao extravasamento do 

material citoplasmático das células fúngicas sem a participação direta da ligação ao 

ergosterol. Ainda, a suscetibilidade das células fúngicas à anfotericina B dependeria não 

somente da quantidade de ergosterol, mas também da composição total de fosfolipídios da 

membrana fúngica. Os efeitos aditivos ou mesmo sinérgicos observados pela combinação 

desses agentes (ODDS, 1982; SUGAR 1991) é sugerido como resultante da desestabilização 

da membrana fúngica pela ligação do poliênico, facilitando a entrada do azólico.  

Recentemente a anfotericina B tem sido testada em combinação com várias drogas 

para determinar se é possível ter melhores atividades quando usada em associação. A 

utilização de diferentes métodos de detecção do tipo de interação entre os fármacos também 

parece influenciar os resultados. Quanto à suscetibilidade das espécies de Candida aos 

azólicos, Ghannoum et al (1995) observaram que a combinação de anfotericina B com 

fluconazol resultava em efeito aditivo contra C. albicans em uma grande variedade de 

concentrações dos fármacos. Lewis et al (2002) verificaram que, com exceção de C. glabrata, 

o antagonismo era observado em isolados sensíveis ou sensíveis dose-dependentes ao 

fluconazol; enquanto que, para Candida krusei e C. albicans resistentes ao fluconazol, não era 

observado efeito antagonista frente a essa combinação. Por sua vez, Barchiesi et al (2004), 

avaliaram a associação do triazólico, voriconazol, com anfotericina B frente a isolados de C. 

glabrata e observaram um percentual de 10% de sinergismo nesta associação; o antagonismo 

não foi relatado no estudo pela técnica de “checkerboard”. No mesmo estudo esta associação 

foi avaliada por outro método, o de curva de morte, e a mesma exibiu interação sinérgica.  

Além de prevenir o surgimento de isolados de Candida resistentes a flucitosina, a 

associação de anfotericina B com flucitosina representa uma combinação muito eficiente 

frente a espécies de gênero Candida. Johnson et al (2004) observaram a predominância de 
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sinergismo nos estudos in vitro com esta combinação, embora interações indiferentes também 

tenham sido relatados. Cabe ressaltar o antagonismo observado por alguns autores em 

situações onde ocorreu  pré-exposição do micro-organismo a  flucitosina. Em 1978 Polak já 

havia descrito o sucesso na combinação de poliênicos com flucitosina, relatando o sinergismo 

de anfotericina B e flucitosina no tratamento candidíases in vivo. Siau et al (1998) avaliaram o 

efeito das associções de flucitosina com anfotericina B através de técnicas com meio sólidos e 

meio líquido (“checkerboard”) frente a isolados de C. glabrata, relatando sinergismo, embora 

através dos meios sólidos esta interação não tenha sido confirmada.  

Ghannoum e Isham (2003) avaliaram a associação de flucitosina com outros 

antifúngicos (anfotericina B e voriconazol) através da técnica de checkerboard frente a 

isolados de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis. Os autores relataram que as 

interações de flucitosina com voriconazol ou anfotericina foram aditivas contra 50% dos 

isolados de C. albicans. Já a associação de anfotericina B e flucitosina frente a C. glabrata 

resultou em 50% de aditividade, sem presença antagonismo, enquanto que voriconazol + 

flucitosina resultou em 50% de indiferença e 50% de antagonismo frente a C. glabrata.  

Embora as CIMs anfotericina B para C. glabrata sejam superiores as observadas para 

C. albicans, este poliênico é geralmente eficaz em infecções causadas por esta espécie. Da 

mesma forma, a caspofungina é ativa contra C. glabrata. Por se tratar de antifúngicos de 

mecanismos de ação diferentes a combinação entre elas  trata-se de uma abordagem 

terapêutica útil em infecções de difícil de tratamento. Barchiesi et al (2005) demostraram, 

através de métodos in vitro e in vivo, que a combinação de caspofungina e anfotericina B pode 

ser vantajosa em relação a monoterapia contra C. glabrata. Em outro estudo Hossain et al 

(2003) avaliaram a mesma combinação frente a isolados de C. albicans  resistentes ao 

fluconazol e itraconazol através de técnicas de checkerboard, evidenciando que a combinação 

exibiu uma interação positiva, pois as CIMs cairam 2 vezes para caspofungina e 4 vezes para 

anfotericina B resultando em  ICIF de 0,75. O mesmo autor avaliou a combinação in vivo, e 

relatou que a combinação prolongou a sobrevida dos ratos em tratamento, quando comparados 

com a utilização da monoterapia com anfotericina B. 

Outra associação promissora  com base nos diferentes alvos na célula fúngica, é a 

combinação de caspofungina e voriconazol. Kiraz et al (2010) relataram que a interação de 

caspofungina e voriconazol pode ser eficaz em infecções causadas por C. glabrata, em 

estudos baseados em curva de morte, E-test e disco difusão.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Comparar a suscetibilidade de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol, frente a antifúngicos combinados. 

3.2 Objetivos Específicos 

1. Induzir a resistência ao fluconazol em isolados de C. glabrata;  

2. Verificar a suscetibilidade de C. glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol frente a 

fluconazol, itraconazol, voriconazol, flucitosina, caspofungina, cetoconazol, anfotericina B;  

3. Avaliar a atividade das associações de anfotericina B com azólicos (cetoconazol 

itraconazol, e voriconazol), caspofungina e flucitosina em C. glabratas sensíveis e resistentes 

ao fluconazol; 

4. Avaliar a atividade das associações de flucitosina com azólicos (cetoconazol e 

itraconazol), e caspofungina em C. glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol; 

5. Avaliar a atividade das associações de voriconazol com o azólico (itraconazol) , 

caspofungina e flucitosina em C. glabratas sensíveis e resistentes ao fluconazol;  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Microrganismos 

Foram utilizados trinta e quatro isolados de C. glabrata, todos sensíveis ao fluconazol, 

pertencentes à coleção de fungos do Laboratório de Pesquisas Micológicas (LAPEMI). As 

amostras foram coletadas de pacientes com candidemia sistêmica internados no Complexo 

Hospitalar Santa Casa em Porto Alegre/RS e Hospital Universitário de Santa Maria/RS. 

Também foram inclusos trinta e quatro isolados de C. glabrata resistentes ao fluconazol, os 

quais foram obtidos pela técnica de indução de resistência in vitro proposta por Fekete-

Forgács et al (2000). Como garantia de promover o controle de qualidade foi incluída C. 

glabrata ATCC 66032. 

4.2 Agentes antifúngicos 

Os antifúngicos, na forma de sais, foram obtidos de seus respectivos fabricantes. As 

soluções-estoques de fluconazol e flucitosina foram preparadas em água destilada, enquanto 

que as soluções de anfotericina B, caspofungina, cetoconazol, itraconazol e voriconazol 

requereram dimetilsulfóxido. As diluições intermediárias foram realizadas em Caldo RPMI 

1640 tamponado com MOPS de acordo com a técnica empregada M27-A3 (CLSI , 2008).   

4.3 Indução de resistência ao fluconazol in vitro (Fekete-Forgács et al, 2000) 

As culturas de C. glabrata sensíveis ao fluconazol foram semeadas em tubos contendo 

Caldo Sabouraud e incubadas a 30ºC “overnight”. As concentrações das culturas foram, a 

seguir, padronizadas em novos cultivos com Caldo Sabouraud com base na turvação ajustada 
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em espectrofotômetro para absorbância 0,1 no λ = 640 nm. Os cultivos padronizados foram 

incubados a 30ºC e, após 10 horas, foi acrescentado fluconazol resultando em uma 

concentração final de 8 g/mL. Decorridas 14 horas de incubação, as células das culturas 

contendo fluconazol foram novamente transferidas para tubos contendo Caldo Sabouraud e 

fluconazol 8 g/mL e novamente, incubadas a 30ºC sob agitação de 120 rpm, durante 24 

horas. Este procedimento foi realizado por 3 vezes consecutivas. Após a terceira incubação, as 

células foram transferidas para novos tubos contendo Caldo Sabouraud e fluconazol na 

concentração final de 8 g/mL a fim de que se obtivesse, em espectrofotômetro, uma 

absorbância final de 0,1 no λ = 640 nm. Depois de 10 horas de incubação, foi adicionado 

fluconazol suficiente para obtenção de 16 g/mL de fluconazol. Os cultivos foram incubados 

a 30ºC por 24 horas sob agitação. Continuou-se duplicando a concentração de fluconazol até 

que se atingisse 64 g/mL. As células do cultivo final foram semeadas em Ágar Sabouraud e 

mantidas como estoque para os ensaios frente a C.glabrata fluconazol-resistentes. 

4.4 Testes de suscetibilidade aos antifúngicos 

Foram realizados testes de suscetibilidade ao fluconazol e aos demais antifúngicos 

para confirmar a sensibilidade ou resistência para todos os isolados através da técnica de 

microdiluição em caldo, de acordo com as normas de padronização publicadas no documento 

M27-A3 (CLSI , 2008). 

4.4.1 Preparação do Inóculo 

Para preparação do inóculo foram realizados subcultivos das amostras de C. glabrata 

(sensíveis e resistentes ao fluconazol), em tubos estéreis com ágar Sabouraud dextrose, 

incubados a 35°C a 24 horas. A seguir, as colônias foram suspensas em 5mL de solução salina 

estéril 0,145 mol/L (8,5g/L NaCl). A suspensão resultante foi colocada em agitador de vórtex 

durante 15 segundos e a densidade celular foi ajustada com espectrofotômetro a fim de obter a 

transmitância equivalente a solução-padrão da escala de McFarland 0,5 (1 x 10
6
 a 5 x 10

6
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células por mL), em comprimento de onda de 530nm. A suspensão de trabalho foi preparada a 

partir da diluição 1:50 seguida de uma diluição de 1:20 do inóculo em meio líquido RPMI 

1640, resultando em concentração de 1 x 10
3
 a 5 x 10

3
 UFC/mL. 

4.4.2 Preparação das microplacas 

O teste de microdiluição foi realizado em placas de microdiluição estéreis, 

descartáveis, com 96 poços. As concentrações 2 vezes concentradas dos antifúngicos foram 

dispensadas nos poços das fileiras 1 a 10 das placas de microdiluição, em volumes de 100μL, 

com uma pipeta multicanal. As fileiras 11 e 12 representaram respectivamente os controles 

negativos e positivos. As concentrações finais dos antifúngicos foram de 0,003 a 2 g/mL 

para flucitosina, 0,007 a 4,0 para itraconazol, anfotericina B, cetoconazol, caspofungina; 

0,125 a 64 g/mL para, voriconazol e 1 a 512 g/mL para fluconazol. Algumas cepas 

requereram concentrações maiores ou menores das testadas inicialmente, portanto foram 

repetidos os testes com os isolados utilizando concentrações referentes às requeridas.  

4.4.3 Inoculação 

 Cada poço da placa de microdiluição foi inoculado, com 100μL da correspondente 

suspensão do inóculo. Os poços controle de crescimento (controles positivos) continham 100 

μL de meio estéril, isento de droga, e foram inoculados com 100 μL das suspensões dos 

inóculos. A amostra de C. glabrata ATCC 66032 foi testada da mesma maneira.  

4.4.4 Incubação e leitura das microplacas 

As placas de microdiluição foram incubadas a 35°C e as concentrações inibitórias 

mínimas (CIMs) determinadas após 48h de incubação.  Após a incubação, as CIMs para 

flucitosina, caspofungina e azólicos foram consideradas as menores concentrações dos 
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fármacos que evidenciaram 50% de inibição em relação a turvação dos controles positivos; 

enquanto que para anfotericina B, as menores concentrações que evidenciaram 100% de 

inibição. Os critérios de definição de suscetibilidade ao fluconazol, itraconazol, voriconazol e 

flucitosina utilizados foram aqueles sugeridos pelo CLSI (NCCLS, 2002; CLSI, 2006; CLSI, 

2008).  

4.5 Avaliação das associações de antifúngicos frente a Candida glabrata sensíveis e 

resistentes ao fluconazol 

A técnica de “checkerboard” (LEWIS et al, 2002) foi utilizada para avaliar os efeitos 

das associações de fármacos frente a C. glabrata:. [Anfotericina B + Caspofungina], 

[Anfotericina B + Cetoconazol], [Anfotericina B + Flucitosina], [Anfotericina B + 

Itraconazol], [Anfotericina B + Voriconazol], [Flucitosina + Caspofungina], [Flucitosina + 

Cetoconazol], [Flucitosina + Itraconazol], [Voriconazol + Caspofungina], [Voriconazol + 

Flucitosina] e [Voriconazol + Itraconazol]. As diluições de cada fármaco foram preparadas de 

modo que se obtivessem concentrações quatro vezes maiores do que as concentrações finais 

desejadas. Assim, volumes de 50 L de cada concentração de azólicos foram combinados 

com outros 50 L de cada diluição; a este volume foi somado 100 L de inóculo em caldo 

RPMI 1640 que foram depositados em cada poço da microplaca. A preparação dos inóculos, 

tempo e temperatura de incubação foram similares aos descritos nos testes de suscetibilidade. 

Para avaliar a interação entre os fármacos, a concentração inibitória fracionária (CIF) foi 

calculada para cada combinação. As CIFs foram calculadas para cada agente pela divisão da 

concentração inibitória de cada fármaco isolado pela concentração inibitória obtida pela 

associação. Os valores de CIF foram então somados para definir o índice de concentração 

inibitória fracionária (ICIF) resultante da combinação. Sinergismo foi definido como ICIF  

0,5. A indiferença foi considerada quando 0,5 < ICIF < 4,0, enquanto que antagonismo foi 

definido quando ICIF  4,0. 

 



  42       

  

5 RESULTADOS 

5.1 Indução de resistência ao fluconazol in vitro 

Para que cada isolado de C. glabrata exibisse concentrações inibitórias mínimas iguais 

ou superiores a 64 µg/mL frente ao fluconazol, foram necessários vinte dias de crescente 

exposição ao fluconazol. Os resultados do teste de suscetibilidade ao fluconazol estão 

ilustrados na Tabela 1. 

   

Tabela 1: Suscetibilidade (µg/mL) dos isolados de C. glabrata frente ao fluconazol antes (GS) e após (GR) 

a exposição ao fluconazol. 

Grupos de 

isolados 

Média geométrica 

(µg/mL) 

Intervalo 

(µg/mL) 
CIM50 (µg/mL) CIM90 (µg/mL) 

GS (n=34) 4,61  1-32 4 32 

GR (n=34) 147,63 64 – 256 128 256 

CIM 50 = Concentração inibitória mínima capaz de inibir 50% dos isolados do grupo testado; 

CIM 90 = Concentração inibitória mínima capaz de inibir 90% dos isolados do grupo testado. 

5.2 Testes de suscetibilidade aos antifúngicos  

As concentrações inibitórias mínimas de C. glabrata frente a todos os agentes 

antifúngicos foram determinadas antes e depois da exposição crescente ao fluconazol. A 

suscetibilidade foi avaliada através do protocolo M27-A3 (CLSI, 2008). A Tabela 2 apresenta 

os resultados dos testes de suscetibilidade aos antifúngicos, comparando-se o grupo sensível 

(GS) com o grupo resistente (GR). 
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Tabela 2: Suscetibilidade (µg/mL) in vitro dos isolados de C. glabrata aos agentes antifúngicos antes (GS) e 

depois (GR) de crescente exposição ao fluconazol. 

Antifúngicos 
Grupo de 

isolados 

Média geométrica 

das CIMs (µg/mL) 

Intervalo das 

CIMs (µg/mL) 

CIM50 

(µg/mL) 

CIM90 

(µg/mL) 

Anfotericina B 
GS 0,09 0,06 – 0,25 0,125 0,125 

GR 0,78 0,125 – 4 1 2 

Caspofungina 
GS 0,11 0,015 – 0,25 0,125 0,25 

GR 0,20 0,06 – 0,5 0,25 0,5 

Cetoconazol 
GS 0,88 0,25 – 8 1 4 

GR 4,70 1 – 32 4 16 

Flucitosina 
GS 0,03 0,015 – 1 0,031 0,062 

GR 0,03 0,003 – 0,125 0,031 0,062 

Itraconazol 
GS 0,22 0,06 – 1 0,125 0,25 

GR 2,26 0,5 – 16 0,25 0,5 

Voriconazol 
GS 0,39 0,06 – 2 0,5 2 

GR 6,52 1 – 128 8 16 

CIM 50 = Concentração inibitória mínima capaz de inibir 50% dos isolados do grupo testado; 

CIM 90 = Concentração inibitória mínima capaz de inibir 90% dos isolados do grupo testado. 

5.2.1 Suscetibilidade in vitro a anfotericina B  

Entre os isolados de C. glabrata sensíveis ao fluconazol (GS), a anfotericina B 

demostrou uma  elevada atividade antifúngica, com CIMs variando de 0,06 a 0,25 µg/mL. A 

concentração de 0,125 µg/mL inibiu 55,88%, esta consistindo na CIM50 e CIM90. Os isolados 

resistentes ao fluconazol requereram concentrações mais elevadas de anfotericina B para 

serem inibidos, conforme evidenciado pelos parâmetros: faixa de suscetibilidade (0,125 

µg/mL a 4 µg/mL), CIM50 = 1 µg/mL; CIM90 = 2 µg/mL e média geométrica igual a 0,79 

µg/mL. No grupo fluconazol-resistente, 20,58% dos isolados evidenciaram resistência a 

anfotericina B (CIM ≥ 2 µg/mL). Ainda no GR, a elevação de valores das CIMs a anfotericina 

correspondeu a aumentos de 8,6 vezes na MG, de 8 vezes na CIM50 e de 16 vezes na CIM90. 
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5.2.2 Suscetibilidade in vitro a caspofungina 

 Considerando os testes de suscetibilidade a caspofungina no GS, as CIMs variaram de 

0,015 a 0,25 µg/mL. Ainda, foi possível observar CIM50 = 0,125 µg/mL, CIM90 = 0,25 µg/mL 

e média geométrica de 0,11 µg/mL. Os isolados fluconazol-resistentes também apresentaram 

alterações nas CIMs: intervalo de variação de 0,062 a 4 µg/mL, CIM50 = 0,25 µg/mL, CIM90 

= 0,5 µg/mL e média geométrica de 0, 22 µg/mL. Apenas um isolado de C. glabrata 

resistente ao fluconazol desenvolveu resistência a caspofungina (CIM ≥ 2 µg/mL) com CIM = 

4 µg/mL. No GR o aumento das CIMs a caspofungina correspondeu a aumentos de 1,8 vezes 

na MG, 2 vezes na CIM50 e 2 vezes na CIM90. 

5.2.3 Suscetibilidade in vitro a cetoconazol 

 A atividade antifúngica do cetoconazol frente as amostras fluconazol-sensíveis (GS) 

apresentou CIMs variando de 0,125 a 8 µg/mL, CIM50 = 4 µg/mL, CIM90 = 16 µg/mL e média 

geométrica de 0,88 µg/mL. As amostras de C. glabrata GR requereram concentrações mais 

elevadas de cetoconazol para serem inibidas. Dentre o grupo fluconazol-resistentes a média 

geométrica foi igual a 4,7 µg/mL, a segunda maior elevação deste parâmetro entre os 

antifúngicos envolvidos neste estudo. Houve uma grande alteração nos valores de CIM50 (4 

µg/mL) e CIM90 (16 µg/mL). A acentuada elevação das CIMs de cetoconazol capazes de 

inibir o grupo resistente ao fluconazol revelou o surgimento de 5 (14,7%) isolados resistentes 

ao cetoconazol (CIM ≥16 µg/mL). No GR o aumento das CIMs ao cetoconazol revelou um 

aumentou na MG em 5,4 vezes, na CIM50 em 4 vezes e na CIM90 em 4 vezes.  

5.2.4 Suscetibilidade in vitro a flucitosina 

 A flucitosina foi o antifúngico que apresentou a maior eficácia frente aos isolados de 

C. glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. A variação das CIMs para o grupo sensível 

(GS) frente a este antifúngico foi 0,015 a 1 µg/mL, e para o grupo das resistentes foi 0,003 a 
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0,125 µg/mL. Os parâmetros, média geométrica (0,03 µg/mL), CIM50 (0,03 µg/mL) e CIM90 

(0,06 µg/mL) permaneceram constantes para ambos os grupos GS e GR frente a flucitosina. 

Todos os isolados de C. glabrata sensíveis e resistentes apresentaram CIMs < 32 µg/mL, 

portanto nenhum isolado apresentou resistência a flucitosina. 

5.2.5 Suscetibilidade in vitro ao itraconazol 

 As CIMs do itraconazol frente aos 34 isolados sensíveis ao fluconazol (GS), 

evidenciaram variações de 0,06 a 1 g/mL, CIM50 = 0,25 µg/mL, CIM90 = 1 µg/mL e média 

geométrica igual a 0,22 g/mL. Ainda, no grupo inicial de isolados sensíveis ao fluconazol, 

detectou-se quatro (11,76%) isolados resistentes ao itraconazol (CIM ≥ 1 g/mL). No grupo 

das amostras resistentes ao fluconazol (GR) observaram-se variações de CIMs de 0,5 a 16 

µg/mL; CIM50 = 2 µg/mL; CIM90 = 16 µg/mL e média geométrica igual a 2,26 g/mL. 

Apenas cinco (14,7%) isolados resistentes ao fluconazol mantiveram-se sensíveis ao 

itraconazol, as quais requereram CIMs = 0,5 µg/mL. As demais, 29 (85,3%) requereram CIM 

≥ 1 µg/mL para inibição, evidenciando resistência ao itraconazol. No GR o aumento das 

CIMs ao itraconazol aumentou a MG em 10,2 vezes, a CIM50 em 2 vezes e CIM90 em 2 vezes. 

5.2.6 Suscetibilidade in vitro ao voriconazol 

 Os testes de suscetibilidade frente ao voriconazol no GS expressou variações de CIMs 

entre 0,06 a 4 µg/mL, CIM50 = 0,5 µg/mL, CIM90 = 2 µg/mL e média geométrica igual a 0,39 

g/mL. No GS foram detectados oito (23,53 %) isolados com CIM entre 1 e 2 g/mL 

(sensíveis dose-dependente) e um (2,94%) com CIM = 4 g/mL (resistente) frente ao 

voriconazol. Após a indução da resistência (GR) a faixa de suscetibilidade variou de 1 a 128 

µg/mL; CIM50 = 8 µg/mL; CIM90 = 16 µg/mL e média geométrica igual a 6,52 µg/mL. No 

GR não foi evidenciado nenhum isolado sensível ao voriconazol sendo os isolados 

classificados em: oito (23,53 %) sensíveis dose-dependentes e 26 (76,47%) isolados 
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resistentes. No GR, o aumento das CIMs ao voriconazol aumentou a MG em 16,7 vezes, a 

CIM50 em 16 vezes e CIM90 em 8 vezes. 

5.3 Avaliação das associações de antifúngicos frente a C. glabrata sensíveis e resistentes 

ao fluconazol 

Foram estudadas as seguintes combinações: [Anfotericina B + Caspofungina], 

[Anfotericina B + Cetoconazol], [Anfotericina B + Flucitosina], [Anfotericina B + 

Itraconazol], [Anfotericina B + Voriconazol], [Flucitosina + Caspofungina], [Flucitosina + 

Cetoconazol], [Flucitosina + Itraconazol], [Voriconazol + Caspofungina], [Voriconazol + 

Flucitosina] e [Voriconazol + Itraconazol]. Para cada associação foram calculados as 

concentrações inibitórias fracionárias (CIFs) e os índices das concentrações inibitórias 

fracionárias (ICIFs) de todos isolados para cada associação. Os resultados das interações das 

associações frente aos isolados sensíveis e resistentes estão dispostas na Tabela 3, Tabela 4 e 

Tabela 5. Também forma calculados os percentuais de interações para cada associação, estes 

encontram-se apresentados na Tabela 6.  

5.3.1 Atividade in vitro de combinação de anfotericina B e antifúngicos 

 As combinações de anfotericina B com itraconazol, voriconazol, caspofungina e 

cetoconazol apresentaram, de modo geral, efeito indiferente frente aos isolados do GS; porém, 

quando testadas frente a C. glabrata resistentes ao fluconazol (GR) sinergismo foi observado 

na maioria das combinações. Em menor freqüência, foram também observados interações 

antagônicas frente a C. glabrata fluconazol-resistentes (GR). 

 A associação de caspofungina com anfotericina B resultou em 5,88% de sinergismo, 

79,41% de indiferença e 14,71% de antagonismo frente ao GS. Os percentuais das interações 

sofreram alterações frente ao GR, onde não houve surgimento de interações do tipo 

antagônicas, e as sinérgicas revelaram um aumento para 47,06%. As taxas de indiferença 

ainda foram as mais prevalentes, porém caíram para 52,94% entre os isolados fluconazol-

resistentes.  
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 A melhor combinação de triazólicos com poliênico, foi demonstrada na associação de 

cetoconazol e anfotericina B. Esta associação frente aos isolados sensíveis foi possível 

observar 26,47% de sinergismo, 67,65% de indiferença e 5,88% apenas de antagonismo. 

Considerando os isolados do GR, a interação sinérgica desta associação foi capaz de inibir 

73,53% dos isolados, as taxas de indiferença caíram para 26,47% e antagonismo reduzida a 

zero. 

Dentre as associações com anfotericina B, os melhores índices de sinergismo foram 

encontrados na combinação com flucitosina. Foram evidenciados 61,77% e 76,47% de 

sinergismo nos grupos GS e GR respectivamentes. Não foram detectados nenhum isolado 

com a interação antagônica nesta associação, e indiferança esteve presente em 38,23% no 

grupo sensível e teve uma redução na taxa para 23,52% nos isolados resistentes ao fluconazol.  

Entre todas as combinações, itraconazol com anfotericina B, revelou o maior declínio 

nas taxas de antagonismo, passando de 35,29% nos isolados sensíveis para apenas 2,94% nos 

isolados fluconazol-resistentes. Apenas um (2,94%) isolado sensível ao fluconazol foi inibido 

por interação sinérgica, enquanto que nos isolados resistentes 17 (50%) foram inibidos por 

esta interação. Indiferença passou de 61,77% para 47,06% nos grupos sensíveis e resistentes 

ao fluconazol respectivamente. 

 A combinação do triazólico, voriconazol, com anfotericina B também revelou uma 

redução na taxa de antagonismo no GR, entre os isolados sensíveis a taxa foi de 29,41%, nos 

resistentes reduziu-se à zero. Outro dado importante é o aumento de isolados resistentes ao 

fluconazol inibidos pela combinação sinérgica, onde passaram de 5,88% dos sensíveis ao 

fluconazol para 55,88% dos resistentes ao fluconazol. 
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Tabela 3: Interações das combinações de anfotericina B com antifúngicos frente a C. glabrata sensíveis 

(GS) e resistentes (GR) ao fluconazol. 

Antifúngicos 
Grupos de 

isolados 

MG das CIMs (µg/mL) de 

cada antifúngico CIF 

(µg/mL)a 
ICIFb Resultado 

Sem 

combinação 

Na 

combinação 

Caspofungina 

Anfotericina B 

GS 
0,110 

0,091 

0,130 

0,043 

1,18 

0,47 
1,65 Indiferença 

GR 
0,207 

0,783 

0,135 

0,046 

0,65 

0,06 
0,71 Sinergismo 

Cetoconazol 

Anfotericina B 

GS 
0,903 

0,091 

0,499 

0,039 

0,55 

0,43 
0,98 Indiferença 

GR 
4,708 

0,783 

1,000 

0,091 

0,21 

0,12 
0,33 Sinergismo 

Flucitosina 

Anfotericina B 

GS 
0,030   

0,094 

0,007 

0,027 

0,23 

0,27 
0,50 Sinergismo 

GR 
0,035 

0,783 

0,011 

0,031 

0,31 

0,04 
0,35 Sinergismo 

Itraconazol 

Anfotericina B 

GS 
0,221 

0,091 

0,415 

0,059 

1,87 

0,65 
2,51 Indiferença 

GR 
2,260 

0,783 

1,063 

0,072 

0,47 

0,09 
0,56 Indiferença 

Voriconazol 

Anfotericina B 

GS 
0,391 

0,091 

0,470 

0,064 

1,20 

0,70 
1,90 Indiferença 

GR 
6,524 

0,783 

3,468 

0,058 

0,53 

0,07 
0,60 Indiferença 

 

a Divisão da média geométrica das CIMs do antifúngico na combinação pela  CIM do antifúngico sozinho.  

b ICIF é a soma das CIFs das médias geométricas das CIMs dos antifúngicos em combinação. 

5.3.2 Atividade in vitro de combinação de flucitosina e antifúngicos 

 Em relação às combinações de flucitosina com os antifúngicos (caspofungina, 

cetoconazol e itraconazol) foram observadas elevadas taxas de atividade indiferente frente aos 

isolados de sensíveis e resistentes de Candida glabrata. Por outro lado foram detectadas 
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elevações nas taxas de sinergismo na maioria das combinações quando testados com o grupo 

fluconazol-resistentes. Antagonismo esteve presente em algumas associações com flucitosina, 

entretanto houve redução nos percentuais e até mesmo o desaparecimento desta interação 

frente aos isolados resistentes ao fluconazol. 

 Considerando os resultados da associação de flucitosina com o antifúngico da classe 

das equinocandinas, a caspofungina, os isolados do grupo sensível ao fluconazol 

apresentaram pequeno índice de antagonismo (2,94%) que caiu para zero nos isolados 

resistentes ao fluconazol. A indiferença foi encontrada em maior percentual nos dois grupos 

(GS e GR) nesta associação, 67,65% no GS, entretanto apresentaram uma redução para 

52,94% no GR. O Sinergismo esteve presente em 29,41% no GS, e obtve um crescimento 

para 47,06% no GR, na combinação de flucitosina e caspofungina. 

 Na combinação dos antifúngicos, flucitosina e cetoconazol, a diferenaça nos 

percentuais de interações não foram significativas entre os grupos GS e GR. Entretando, esta 

associação teve como predomínio o antagonismo com 61,77% no isolados sensíveis e 55,88% 

no resisntentes. Permaneceram constantes os percentuais de sinergismo com 2,94% nos 

isolados sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

A associação de itraconazol frente aos isolados sensíveis ao fluconazol revelaram a 

presença de todas as interações porém a que mais prevaleceu foi indiferença com 58,83%, 

seguida de antagonismo com 23,53% e sinergismo com 17,64%. As taxas de interações 

sofreram alterações quando esta associação foi testada frente ao grupo resistente, a indiferança 

continuou prevalecendo, porém a taxa de sinergismo cresceu para 47,06% e antagonismo 

sofreu uma redução para 2,94% apenas. 



  50       

  

Tabela 4: Interações das combinações de flucitosina com antifúngicos frente a C. glabrata sensíveis (GS) e 

resistentes (GR) ao fluconazol. 

Antifúngicos 
Grupos de 

isolados 

MG das CIMs (µg/mL) de 

cada antifúngico CIF 

(µg/mL)a 
ICIFb Resultado 

Sem 

combinação 

Na 

combinação 

Caspofungina 

Flucitosina 

GS 
0,122 

0,030 

0,059 

0,009 

0,48 

0,30 
0,78 Indiferença 

GR 
0,208 

0,030 

0,079 

0,012 

0,37 

0,40 
0,77 Indiferença 

Cetoconazol 

Flucitosina 

GS 
0,884 

0,030 

2,452 

0,036 

2,77 

1,23 
4,00 Antagonismo 

GR 
4,708 

0,030 

10,217 

0,034 

2,17 

1,09 
3,26 Indiferença 

Itraconazol 

Flucitosina 

GS 
0,234 

0,030 

0,239 

0,013 

1,02 

0,43 
1,45 Indiferença 

GR 
2,260 

0,030 

0,692 

0,009 

0,31 

0,30 
0,61 Indiferença 

 

a Divisão da média geométrica das CIMs do antifúngico na combinação pela  CIM do antifúngico sozinho.  

b ICIF é a soma das CIFs das médias geométricas das CIMs dos antifúngicos em combinação. 

5.3.3 Atividade in vitro de combinação de voriconazol e antifúngicos 

Os testes da associação do azólico, voriconazol com flucitosina, revelaram poucas 

alterações nos percentuais de indiferença em ambos os grupos, GS (52,94%) e GR (55,88%). 

Foram observados 29,94% de sinergismo e 17,72% de antagonismo nos isolados sensíveis ao 

fluconazol, por outro lado quando foram analisados os testes com o GR, os percentuais de 

antagonismo cairam para zero e os de sinergismo cresceram para 44,12% na combinação de 

voriconazol e flucitosina. 

Em relação às combinações de voriconazol com os antifúngicos: itraconazol e 

caspofungina foram observadas elevadas taxas de atividade indiferente frente a ambos os 

grupos de isolados. Por outro lado, os isolados sensíveis ao fluconazol não apresentaram taxas 
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de sinergismo para estas associações e os isolados resistentes não demonstraram percentuais 

de antagonismo para as associações com voriconazol. 

A combinação de itraconazol e voriconazol resultou em 76,47% de indiferença, 

23,53% de antagonismo e nenhuma interação do tipo sinérgica frente ao GS. Entretanto, esta 

associação quando testada com o GR revelou que 55,88% foram inibidos pela interação 

sinérgica, 44,12% apresentaram indiferença e nenhum isolado apresentou antagonismo. 

A associação de voriconazol com o antifúngico da classe das equinocandina, a 

caspofungina, apresentou resultados semelhantes a da associação com o azólico, itraconazol. 

Porém com percentuais mais altos de indiferença nos dois grupos GS (85,29%) e GR 

(70,59%). Sinergismo somente foi detectada no grupo fluconazol-resistentes com 29,41% e 

antagonismo apresentou apenas 14,71¨% nos isolados sensíveis ao fluconazol. 

Tabela 5: Interações das combinações de voriconazol com antifúngicos frente a C. glabrata sensíveis (GS) e 

resistentes (GR) ao fluconazol. 

Antifúngicos 
Grupos de 

isolados 

MG das CIMs (µg/mL) de 

cada antifúngico CIF 

(µg/mL)a 
ICIFb Resultado 

Sem 

combinação 

Na 

combinação 

Flucitosina 

Voriconazol 

GS 
0,030 

0,407 

0,013 

0,353 

0,43 

0,86 
1,29 Indiferença 

GR 
0,030 

6,524 

0,013 

2,306 

0,43 

0,35 
0,78 Indiferença 

Itraconazol 

Voriconazol 

GS 
0,221 

0,391 

0,235 

0,288 

1,06 

0,73 
1,79 Indiferença 

GR 
2,260 

6,524 

0,553 

0,884 

0,24 

0,13 
0,37 Sinergismo 

Caspofungina 

Voriconazol 

GS 
0,110 

0,391 

0,124 

0,300 

1,27 

0,77 
2,04 Indiferença 

GR 
0,208 

6,524 

0,150 

0,849 

0,72 

0,13 
0,85 Indiferença 

 

a Divisão da média geométrica das CIMs do antifúngico na combinação pela  CIM do antifúngico sozinho.  

b ICIF é a soma das CIFs das médias geométricas das CIMs dos antifúngicos em combinação. 
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Tabela 6: Percentuais de sinergismo, indiferença e antagonismo resultantes das combinações de 

flucitosina, anfotericina, voriconazol, itraconazol, cetoconazol e caspofungina frente a Candida glabrata 

sensíveis (GS) e resistentes (GR) ao fluconazol. 

Antifúngicos 
Grupos de 

isolados 

Interações (%) 

Sinergismo Indiferença Antagonismo 

Itraconazol 

Anfotericina B 

GS 2,94 61,77 35,29 

GR 50 47,06 2,94 

Voriconazol 

Anfotericina B 

GS 5,88 64,71 29,41 

GR 55,88 44,12 0 

Caspofungina 

Anfotericina B 

GS 5,88 79,41 14,71 

GR 47,06 52,94 0 

Cetoconazol 

Anfotericina B 

GS 26,47 67,65 5,88 

GR 73,53 26,47 0 

Anfotericina B 

Flucitosina 

GS 61,77 38,23 0 

GR 76,47 23,53 0 

Itraconazol 

Flucitosina 

GS 17,64 58,83 23,53 

GR 47,06 50,00 2,94 

Voriconazol 

Flucitosina 

GS 29,94 52,94 17,72 

GR 44,12 55,88 0 

Caspofungina 

Flucitosina 

GS 29,41 67,65 2,94 

GR 47,06 52,94 0 

Cetoconazol 

Flucitosina 

GS 2,94 35,29 61,77 

GR 2,94 41,18 55,88 

Itraconazol 

Voriconazol 

GS 0 76,47 23,53 

GR 55,88 44,12 0 

Caspofungina 

Voriconazol 

GS 0 85,29 14,71 

GR 29,41 70,59 0 
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6 DISCUSSÃO 

Durante as décadas de 1980 e 1990 ocorreram um crescimento marcante da população 

imunocompremetida, particularmente, devido o aumento do uso de agentes 

imunossupressivos, quimioterapias e pacientes infectados com HIV. Em detrimento das 

doenças que resultam comprometimento imunológico, houve um elevação no casos de 

infecções fúngicas oportunistas, tanto superficiais quanto sistêmicas (KAO et al, 1999; 

TRICK et al, 2002). O gênero Candida, atualmente, ocupa a quarta posição dentre as causas 

de infecções sanguíneas nos EUA, ocomete 8% a 10% dos pacientes com infecções 

sanguíneas em ambientes hospitalares. As altas taxas de mortalidade, de até 49%, são as 

maiores preocupações com as candidíases invasivas (WEY et al, 1988; ZAOUTIS et al,  

2005). Candida glabrata encontra-se em segundo lugar de isolamento depois de C. albicans 

em candidemias, acomente 20 a 24% de pacientes com infecções sanguíneas causadas por 

Candida spp nos EUA (LYON et al, 2010). Trick et al (2003) demostrou que dentre as 

espécies de Candida, as infecções por C. glabrata tem se tornado frequente em infecções 

sanguíneas em UTIs desde 1993. Em escala global, a frequência de candidemias por C. 

glabrata varia de 22% na América do Norte para 4 a 6% na América Latina (PFALLER et al, 

2004b; PFALLER et al, 2004c), 8.8% a 10,58% na Europa e 7,2% a 12,1% na região da Ásia 

(PFALLER et al, 2003b; PFALLER et al, 2005). Alguns estudos revelam taxas ainda maiores, 

Ruan et al (2007) demostra que C. glabrata é foi responsável por 30% dos episódios de 

candidemias no período de 2000 e 2005. No mesmo estudo a incidência de fungemia por C. 

glabrata foi de 1.3/1000 em pacientes internados em UTIs. No Brasil a incidência desta 

espécie é menor, se comparado com outros países, Colombo et al (2006) relatam que C. 

glabrata ocupa o 5° lugar (4,9%) entre os agentes causadores de candidemias. Acredita-se 

que a prevalência desta espécie é em decorrência de diferentes fatores, incluindo 

características geográficas (PFALLER et al, 2004a; PFALLER et al, 2004d; PFALLER et al, 

2005) idade dos pacientes (DIEKEMA et al, 2002; MALANI et al, 2005) características da 

população dos pacientes estudadas (ABI-SAID et al, 1997) e o frequente uso de fluconazol 

como tratamento ou profilaxia (MARR et al 2000; ANTONIADOU et al 2003).  
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A Infectious Diseases Society of America recentemente atualizou as orientações para o 

tratamento de candidemias e infecções invasivas por Candida (PAPPAS et al, 2009). As 

normas para o tratamento de infecções invasivas por Candida depende dos fatores como: 

estado do paciente, espécie de Candida isolada, padrões de suscetibilidade do isolado, 

exposição primária do paciente a antifúngicos, e o orgão envolvido pela infecção (MORRELL 

et al, 2005; GAREY et al 2006). Fluconazol permanece a terapia de seleção em pacientes que 

não tiveram histórico de exposição a azólicos, com o curso da doença de leve a moderada, e 

que não possuam riscos de infecção por C. glabrata (pacientes idosos, neoplásicos ou 

diabéticos) (REX et al, 1994; PAPPAS et al, 2009; KULLBERG et al 2005). No entanto, o 

fluconazol não é administrado como terapia primária em pacientes neutropênicos, com 

doenças severas, e em casos de miocardites, endocardites e meningites. Embora itraconazol 

possua o espectro de ação maior que o de fluconazol, o seu uso está limitado no tratamento de 

infecções invasivas, devido suas propriedades farmacocinéticas (PAPPAS et al, 2009). 

Voriconazol possui boa atividade contra a maioria das espécies de Candida, é uma alternativa 

oral e intravenosa à anfotericina B e as equinocandinas, entretando não é indicado para terapia 

primária em infecções disseminadas por C. glabrata e C. krusei e isolados resistentes ao 

fluconazol (PFALLER et al, 2002b). As equinocandinas tem se tornado a classe de escolha 

para terapia primária, de comprovada ou suspeita, de candidíases invasivas. A facilidade de 

administração, baixa toxicidade, poucas interações farmacológicas e ampla atividade contra 

maioria das espécies de Candida spp, comprovam sua utilização. Além do mais, as 

equinocandinas são indicadas como primeira linha no tratamento de pacientes que possuem 

histórico de exposição aos azólicos, neutropenia, alerações hemodinâmicas, alergias aos 

componentes dos azólicos ou anfotericina B, ou infecções por C. krusei ou C. glabrata 

(KUSE et al, 2007). Apesar da sua conhecida toxicidade, a anfotericina B ainda é largamente 

utilizada no tratamento de candidemias. Entretanto, são recomendadas as formulações 

lipídicas no tratamento de infecções invasivas, em circunstâncias de intolerância das 

equinocandinas ou azólicos , infecções resistentes ou refratárias a outros antifúngicos, ou 

suspeitas de infecções por fungos não-Candida como Cryptococcus neoformans (MORA-

DUARTE et al, 2002; REX et al, 2003; KUSE et al, 2007).  A profilaxia com antifúngicos 

azólicos em pacientes severamente doentes, tranplantados ou que realizaram quimioterapia 

reduziu drasticamente a taxa mortalidade por infecções fúngicas (WINSTON et al, 1999). 

Porém, esta prática não previne infecções por espécies como C. krusei e C. glabrata. Estudos 
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clínicos têm mostrado que a freqüência de colonização e infecção de pacientes com C. 

glabrata podem ser aumentadas em populações submetidas à profilaxia com fluconazol 

(HUSAIN et al, 2003; BENNETT et al, 2004; MANN et al, 2009). As infecções disseminadas 

de Candida também podem ser tratadas com alternativas terapêuticas, dentre elas estão as 

associações de antifúngicos. Entretanto, o tratamento combinado com dois ou mais 

antifúngicos ou fármacos de outras classes (antibacterianos, estatinas ou antiflamatórios), 

requerem estudos específicos, pois há possibilidade de ocorrer interações indesejadas entre as 

drogas envolvidas (MUKHERJEE et al, 2005). A associação de anfotericina B e 5-

fluorcitosina na grande maioria resulta em sinergismo e atualmente é utilizada na terapia 

inicial da criptococose, e em certos casos de candidíase e aspergilose. O mesmo efeito foi 

evidenciado para fluconazol e 5-fluorcitosina na criptococose e candidíase. Porém, a 

combinação de anfotericina B e antifúngicos azólicos podem resultar em eficácia reduzida 

quando comparados com utilização das drogas em uso isolado, ou simplesmente, em ausência 

de sinergismo (POLAK et al, 1987).  A imunoterapia também tem sido utilizada como 

adjuvante no tratamento antifúngico, incluindo o uso de imunomudoladores, como G-CSF, 

GM-CSF e α-interferon. A utilização de anticorpos monoclonais demonstram prevenir 

candidíases disseminadas em estudos utilizando ratos, e vem sendo foco de estudos para a 

produção de vacinas contra candidíases (POYNTON et al, 1998).  

As principais falhas da terapêutica antifúngica podem ser o resultado de: a) doses 

inadequadas; b) absorção, distribuição ou metabolismo deficiente; c) interações 

medicamentosas; d) neutropenia grave; e) presença de corpo estranho; e) emergência do 

fenômeno da resistência aos antifúngicos (BOFF et al, 2008). Outras causas de falha no 

tratamento são os fatores locais que interferem na ação do antifúngico, por exemplo: região 

purulenta onde encontra-se a infecção, e formação de biofilme pelo microrganismo. 

Depressão severa do sistema imunológico do paciente, pode ser responsável pelo fracasso 

terapêutico, pois para erradicação da infecção também é necessário bom funcionamento dos 

leucócitos, polimorfonucleares e células mediadoras de imunidade (REX et al, 2001).  

A suscetibilidade in vitro é um dos fatores que influencia o resultado da terapia de 

infecções fúngicas (REX et al, 2001). É determinado pela concentração inibitória mínima 

(CIM), que representa a mínima concentração da droga capaz de inibir 80% (ou 50% em 

alguns casos) o crescimento fúngico relativo na ausência da droga. A técnica mais utilizada 

para determinação da CIM é o método de microdiluição em caldo. Em relação a fungos 
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leveduriformes, como Candida, o protocolo utilizado para determinação da CIM é o M27-A3, 

atualizado pelo Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI) em 2008. A Infection Society of 

América recomenda que todos os primeiros isolamentos de infecções de corrente sanguíneas 

sejam identificados em nível de espécie e realizados testes de suscetibilidade (KAO et al, 

1999; TRICK et al, 2002). A resistência aos antifúngicos tem representado um grande desafio 

para a clínica, frente às dificuldades observadas no tratamento de candidíases. As infecções 

por C. glabrata são especialmente importantes devido esta espécie apresentar uma resistência 

inata a agentes antifúngicos do tipo azóis e uma baixa suscetibilidade a anfotericina B 

(DENNING et al, 1997; SANGUINETTI et al, 2005). Em infecções sanguíneas por C. 

glabrata, resistência ao fluconazol é presente em aproximadamente 10% a 15% dos casos 

(PFALLER et al, 2002b). No entanto, há relato que a pressão seletiva da droga não é a única 

força responsável pela atual prevalência de C. glabrata em candidemias, a exposição desta 

espécie a sub-doses de fluconazol pode resultar também em uma resistência adquirida. 

(PFALLER & DIEKEMA, 2004a). 

No presente estudo foram evidenciadas as CIMs de seis diferentes antifúngicos frente a 

isolados de C. glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol, a fim de detectar diferenças nas 

CIMs requeridas entre os dois grupos de isolados (GS e GR). No GS 24% dos isolados 

requerem CIMs de 16 a 32 µg/mL, sendo estes classificados como sensíveis dose dependentes 

(SDD) ao fluconazol, e nenhum isolado resistente a este antifúngico foi evidenciado. Ainda 

no GS, foram evidenciados 11,7% isolados resistentes ao itraconazol. Isolados SDD estiveram 

presentes em 23,53 % dos isolados do GS frente ao voriconazol e apenas um isolado (2,94%) 

apresentou resistência ao voriconazol. Estes fatos podem ser explicados por conseqüência de 

tratar-se de isolados de C. glabrata, dos quais são naturalmente menos susceptíveis aos 

azólicos (CUENCA-ESTRELLA et al, 1999; DRAGO et al, 2004; KUCHARÍCOVÁ et al, 

2010). Blanco et al (2009) evidenciaram um percentual de resistência ao itraconazol 

semelhante ao do presente estudo no GS, onde em um grupo de 48 isolados de C. glabrata 

12% apresentaram resistência ao itraconazol. Já Lyon et al (2010) e Drago et al (2004) 

demonstraram percentuais de resistência ao voriconazol em C. glabrata de 2,1% e 5,5% 

respectivamente, resultados que podem ser comparados com o achado pelo estudo em 

questão. Avaliando as CIMs dos isolados resistentes ao fluconazol (GR), os resultados 

demonstraram a ocorrência de resistência cruzada entre anfotericina B (20,58%), 

caspofungina (2,7%), cetoconazol (14,7%), itraconazol (85,3%) e voriconazol (76,47%). 
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Considerando os mecanismos de resistência, é esperado encontrar resistência cruzada quando 

são realizados testes de suscetibilidade aos antifúngicos em isolados resistentes ao fluconazol 

(QUINDÓS et al, 2000; ALVES et al, 2006). Os maiores percentuais de resistência cruzada 

foram evidenciados entre os azólicos: itraconazol, voriconazol e cetoconazol, diversos 

trabalhos relatam resistências cruzadas entre azólicos em isolados clínicos de C. glabrata 

(NGUYEN, YU, 1998; CUENCA-ESTRELLA et al, 1999; DRAGO et al, 2004; BERILA et 

al, 2009; LYON et al, 2010; KUCHARIKOVA et al, 2010). Bruder-Nascimento et al (2010) 

no Brasil, avaliaram a suscetibilidade de 25 isolados clínicos de C. glabrata, e evidenciaram 

68% de resistência ao fluconazol e 88% ao itraconazol, os autores ainda avaliaram a 

suscetibilidade de anfotericina B, porém não foi relatado resistência. Outro estudo 

demonstrou a elevada capacidade de C. glabrata adquirir resistência ao itraconazol, foram 

testadas 78 amostras, dentre estas, 83,3% apresentaram resistência ao itraconazol, e em 

contrapartida foram evidenciadas apenas 5,1% de resistência em fluconazol e 1,3% em 

voriconazol. Cuenca-Estrella et al (1999) comparando as suscetibilidades de isolados clínicos 

de C. glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol frente aos azólicos, relataram que os 

isolados resistentes ao fluconazol requereram uma escala de CIMs para itraconazol (0,5 - ≥8 

µg/mL) semelhante a do presente estudo (CIM 0,5 -16 µg/mL). Os percentuais de resistência 

ao voriconazol que mais se aproximaram do presente estudo foram os demonstrados por 

Berilla et al (2009), onde em 38 amostras clínicas C. glabrata evidenciaram 28,9% de 

resistência ao fluconazol, 64,4% ao itraconazol e 42,1% ao voriconazol. Ainda, os autores 

citam que todos os isolados resistentes ao fluconazol foram também resistentes ao voriconazol 

e itraconazol. Posteraro et al (2006a) relataram, em um estudo de caso, a aquisição de 

resistência cruzada a múltiplos antifúngicos no tratamento de candidemia. Uma paciente que 

apresentava um quadro de candidemia por C. glabrata, foi tratada com fluconazol, pois se 

tratava de uma amostra sanguínea sensível aos azólicos: fluconazol, cetoconazol, itraconazol e 

voriconazol. No entanto, após seis meses a paciente retornou com quadro de candidemia 

grave, quando testada novamente a amostra sanguínea de C. glabrata o perfil de 

suscetibilidade foi de: CIM = 256 µg/mL para fluconazol; CIM > 16 µg/mL para cetoconazol; 

CIM = 4 µg/mL para itraconazol; e CIM = 8 µg/mL para voriconazol. A resistência cruzada 

entre fluconazol e anfotericina B foi evidenciada por Lyon et al (2010), onde foram testadas 

as suscetibilidades de 87 isolados de C. glabrata resistentes ao fluconazol, e estas requereram 

uma variação de CIMs de 0,5 a 8 µg/mL, CIM50 = 1 µg/mL e CIM90 = 2 µg/mL para 
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anfotericina B, parâmetros estes semelhantes aos do presente estudo. Embora caspofungina 

seja indicada no tratamento de infecções fúngicas caudadas por isolados resistentes aos 

azólicos (POSTERARO et al, 2006b; PAPPAS et al, 2009), no presente estudo um isolado 

(2,7%) do grupo GR apresentou resistência cruzada com caspofungina. Lyon et al (2010), 

também evidenciou um baixo percentual de resistência cruzada entre estes antifúngicos frente 

a isolados clínicos resistentes ao fluconazol (1,1%). Posteraro et al (2006b) ainda evidenciou 

que a diferença das CIMs em isolados de C. glabrata resistentes ao fluconazol podem 

contribuir no aumento da CIM para caspofungina.  

O presente estudo avaliou interações de associações de antifúngicos frente a C. glabrata 

sensíveis e resistentes ao fluconazol, leva-se em consideração que os estudos que utilizaram 

esta espécie em combinações são limitados. Quando trata-se de isolados resistentes ao 

fluconazol somente White et al (1998) e Baltch et al (2008) testaram combinações de 

antifúngicos frente a isolados de C. glabrata resistentes ao fluconazol. Portanto, este estudo é 

inédito para a grande maioria das associações.  

Entre todas as associações os melhores resultados foram evidenciados na combinação de 

anfotericina B com flucitosina, considerando os altos percentuais de sinergismos nos grupos 

GS (61,77%) e GR (76,44%), e a ausência de antagonismo entre os grupos GS e GR. A 

eficácia desta combinação contra fungos oportunistas especialmente em Cryptococcus 

neoformans, é evidenciada desde 1973 por Block & Bennett, e atualmente é utilizada no 

tratamento de meningites criptococócitas. A interação positiva entre anfotericina B e 

flucitosina frente a C. glabrata, foi relatada por Siau e Kerridge em 1998, onde revelou 100% 

de sinergismo em isolados resistentes a flucitosina com média de ICIF = 0,5. Montgomerie e 

Edwards (1975) testou in vitro a mesma combinação em isolados de Candida spp e também 

evidenciaram percentuais elevados de sinergismo (88%). Ainda, White et al (2001) relataram 

em estudo de caso o sucesso no tratamento clínico com a associação de anfotericina B e 

flucitosina em formulação tópica, em três pacientes com infecções vaginais por C. glabrata 

(dois resistentes a itraconazol e fluconazol e um sensível, porém refratário aos azólicos). 

Lewis et al (2002) quando comparou a associação frente a um isolado de C. glabrata que 

sofreu pré-exposição ao fluconazol, não evidenciou diferenças significativas nos resultados 

com ICIF = 0,27 antes da exposição e ICIF = 0,26 depois da exposição nos testes de 

chequerboard e ICIF = 2 antes e depois da pré-exposição ao fluconazol no Etest. Em 

contrapartida, quando a associação foi testada em isolados de C. albicans, foi evidenciado 
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indiferença com baixas concentrações de anfotericina B (0,062 µg/mL) e antagonismo quando 

a concentração de anfotericina B era aumentada (0,5 a 1,5 µg/mL) (GHANNOUM et al, 

1995). O mecanismo sinérgico dessa interação parece estar relacionado ao envolvimento no 

aumento da captação de flucitosina pelas células fúngicas, em decorrência da lesão da 

membrana plasmática do fungo induzida pela anfotericina B (JOHNSON et al, 2004).  

No presente estudo a combinação de anfotericina B e itraconazol revelou um aumento de 

sinergismo entre os isolados do grupo GR, de 2,94% no GS para 50% no GR, e uma redução 

de 35,29% no GS para apenas 2,94% de antagonismo. No entando, no GS a interação mais 

prevalente foi indiferença, com 61,77%, no GR houve uma pequena redução para 47,06%. 

Apenas, Petron e Rogers em 1991 testaram esta combinação frente a isolados de C. glabrata. 

Os autores evidenciaram indiferença entre 5 isolados de C. glabrata testados frente a 

associação de itraconazol e anfotericina B. Resultados semelhantes aos encontrados no GS 

frente a associação de itraconazol e anfotericina B foi evidenciado por Barchiesi et al (2000) 

em isolados de Crytococcus neoformans com 7% de sinergismo, porém diferente do presente 

estudo, não foi detectado antagonismo. Li et al (2010) também evidenciaram um percentual 

reduzido de sinergismo entre isolados de Tricosporon asahii com 11%. Antagonismo, na 

combinação de itraconazol e anfotericina B, foi evidenciado por Scheven e Schwegler (1995) 

e Sugar e Liu (1998) em isolados de C. albicans através das técnicas de disco difusão e 

infecção in vivo, respectivamente. Em relação a associação de voriconazol e anfotericina B, os 

percentuais de sinergismo do grupo GS (5,88%) foram semelhantes aos encontrados por 

Barchiesi et al (2004) (10%) em isolados clínicos de C. glabrata e por Oz et al (2008) (6,6%) 

em isolados de C. albicans. Estes estudos não evidenciaram antagonismo e no presente estudo 

foi observado 29,41% no GS. Entretando, no GR o percentual de antagonismo caiu para zero, 

e a sinergismo sofreu um aumento de quase 10 vezes (55,88%). Atualmente, Silva et al (2010) 

relataram que a combinação de voriconazol e anfotericina B foi mais eficaz no tratamento de 

ratos infectados com isolados resistentes ao fluconazol de Crytococcus neoformans, do que o 

tratamento de voriconazol ou anfotericna B isoladamente. A combinação do azólico, 

cetoconazol, com anfotercina B resultou em 26,46% de sinergismo e apenas 5,88% de 

antagonismo no GS, no entando a interação evidenciou ser mais eficaz entre os isolados do 

GR com 73,53% de sinergismo e ausência de antagonismo. Somente Odds em 1982 

evidenciou sinergismo entre isolados de Candida spp frente a esta combinação, com 37,5% 

(2/7) de sinergismo e  não houve presença de antagonismo. Embora o presente estudo tenha 
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demostrado baixas taxas de antagonismo nos grupos GS e ausência no GR, Petron e Rogers 

(1991) identificaram antagonismo em seu estudo, pois ao testar a combinação frente a 

isolados de C. glabrata a média geométrica encontrada foi de ICIF = 4. Maesaki et al (1994) 

também evidenciou presença significativa de antagonismo (34%) na combinação de 

cetoconazol e anfotericina B em isolados de Aspergillus fumigatus. A questão da associação 

entre poliênicos e azólicos é controvérsia. Fluconazol e voriconazol, por serem drogas 

hidrossolúveis não permanecem nas membranas fúngicas, assim a anfotericina B pode atuar 

com adjuvante na ultrapassagem do azólico para o interior do fungo, por isso a combinação 

tente a ser menos antagônica. Já os lipossulúveis como posoconazol, ruvoconazol, itraconazol 

e cetoconazol podem se concentrar nas membranas e antagonizar o efeito da anfotericina B, 

no entando os dados clínicos são esparsos (JOHNSON et al, 2004). Em relação aos isolados 

expostos ao fluconazol, Petron e Rogers (1988) reportam que uma curta pre-exposição a 

anfotericina B posteriormente pode reduzir a atividade de azólicos, porém a pré-exposição aos 

azólicos não altera a eficácia da anfotericina B.   

A combinação de caspofungina e anfotericina B, no presente estudo, resultou em altos 

percentuais de indiferença com 79,41% no GS e 52,94% no GR. Semelhante aos resultados 

do presente estudo, Barchiesi et al (2005) utilizando 2 isolados de C. glabrata evidenciaram 

indiferença na técnica de chequerboard e excluiram a possibilidade de antagonismo através da 

técnica de curva de morte. Tobidic et al (2010) detectou 100% de indiferença em isolados de 

C. albicans. Embora os testes in vitro apresentarem indiferença, Hossain et al (2003) ao testar 

a associação de caspofungina e anfotericina B frente a C. albicans resistente ao fluconazol, 

demostraram que os testes in vivo podem resultar em sinergismo. Neste estudo os autores 

revelaram que sobrevida dos ratos tratados com a associação foi aumentada quando 

comparada com o tratamento de anfotericina B isoladamente. No presente estudo, as taxas de 

sinergismos no GR foram de 47,06% e as de antagonismos foram nulas. Kiraz et al (2009) ao 

testar 50 amostras de C. glabrata (no estudo não foram realizados testes de suscetibilidade ao 

fluconazol) frente a combinação de caspofungina e anfotericina B, evidenciaram sinergismo 

em: 46%  no teste de curva de morte; 40% no Etest1; 16% no Etest2; e em disco difusão 

evidenciaram um halo de inibição superior aos produzidos pelos antifúngicos separadamente. 

Ainda, Franzot e Casadevall (1997) ao testar a interação de caspofungina e anfotericina B 

frente a isolados resistentes ao fluconazol de Crytococcus neoformans, evidenciaram 100% de 

sinergismo.  
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 O presente estudo foi o primeiro a testar de flucitosina e itraconazol combinados frente 

a isolados de C. glabrata. Embora os altos percentuais de indiferença (58,83% no GS e 50% 

no GR), houve um aumento de sinergismo de 17,64% no GS para 47,06% no GR. Ao testar 

esta mesma associação in vitro, Barchiesi et al (1999) frente a Cryptococcus neoformans e 

Schwarz et al (2003) frente a Aspergillus spp, evidenciaram 63% e 60% de sinergismo, 

respectivamente. Testes in vivo revelaram que a combinação revelou interação sinérgica e 

aditiva contra isolados de C. albicans e Aspergillus spp, entretanto em isolados de 

Cryptococcus neoformans foi definida como indiferente (POLAK et al, 1987). Ainda, Barbaro 

et al (1996) testaram a eficácia do tratamento da associação de flucitosina e itraconazol em 

comparação com fluconazol + placebo. Os autores do estudos revelaram que a associação 

obteve 97,3% de cura em pacientes HIV com candidíase esofágica, em relação a 94,8% de 

fluconazol + placebo. Os testes realizados com a associação do imidazólico, cetoconazol e 

flucitosina, também foram inéditos frente a isolados de C. glabrata. Tanto no GS quanto no 

GR, antagonismo foi a interação mais prevalente nesta associação (61,77% no GS e 55,88% 

no GR). Sinergismo permaneceu constante com apenas 2,94% no GS e GR. Indiferença 

também foi observado por Polak et al (1982) através de técnicas in vivo frente a isolados 

sensíveis, intermediários e resistentes a flucitosina de Cryptococcus neoformans, Aspergillus 

fumigatus e C. albicans. Os autores identificaram indiferença nos 3 modelos de infecções 

(sensíveis, intermediários e resistentes a flucitosina) de candidíase, criptococose e aspergilose. 

Odds (1982) através de testes in vitro, relataram que de 7 isolados de Candida spp, um 

(14,28%) apresentava-se sinérgico e um (14,28%) antagônico a associação de cetoconazol e 

flucitosina. Diferente ao relatado no presente estudo, Hugues et al (1986) demonstrou que a 

combinação de itraconazol e flucitosina possui atividade sinérgica. Os testes foram realizados 

frente a infecções de pele causada por Candida spp em coelhos neutropênicos. O mecanismo 

proposto de interação sinérgica entre azólicos e flucitosina é a partir de que, os azólicos 

ocasionam danos na membrana celular fúngica, e logo facilitam a entrada de flucitosina ao 

interior da célula fúngica (BARCHIESI et al, 1999; JOHNSON et al 2004).  

A interação de flucitosina associada a caspofungina, no presente estudo, resultou em 

altas taxas de indiferença em ambos os grupos (67,65% no GS e 52,94% no GR). No entando, 

foi evidenciado apenas um isolado (2,94%) do GS antagônico e nenhum isolado no GR. 

Sinergismo esteve presente em 29,41% no GS e 47,06% no GR. Estudo in vitro avaliando a 

interação da associação de caspofungina e flucitosina frente a C. glabrata, nunca havia sido 
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realizado, até o presente estudo. Apenas, Dumainn et al (2008) reportou sinergismo na 

utilização de caspofungina mais flucitosina para o tratamento clínico de um paciente com 

infecção de prótese no joelho causada por C. glabrata. Avaliando a interação desta associação 

frente a Aspergillus spp Shwarz et al (2003), Dannaoui et al (2003) e Dannaoui et al (2004) 

evidenciaram altos percentuais de sinergismo: 63%, 92% e 62% respectivamente. Os autores 

destes estudos não evidenciaram interação do tipo antagônica em seus trabalhos.  

 No presente estudo, a combinação de voriconazol com flucitosina resultou em 29,92% 

de sinergismo e 17,72% de antagonismo no GS. Ghannoum e Isham (2003) através de testes 

in vitro evidenciaram em isolados de C. glabrata, 50% de sinergismo e 50% de antagonismo. 

Barchiesi et al (2004) também avaliaram a combinação de flucitosina e voriconazol frente a 

isolados de C. glabrata, porém os autores relataram 5% de sinergismo e nenhuma taxa de 

antagonismo nos testes de chequerboard, e na técnica de curva de morte foi identificado 

interação do tipo indiferente. Frente aos isolados do grupo GR no presente estudo, as taxas de 

sinergismos aumentaram para 44,12% e de antagonismo reduziram-se a zero. Ghannaum e 

Isham (2003) relataram percentuais semelhantes aos do estudo em questão, entretanto o fungo 

utilizado foi Aspergillus spp, com 40% de sinergismo e ausência de antagosnismo. 

Contraditório aos resultados manifestados pelo presente estudo, Dannaoui et al (2003) relatou 

em seu estudo in vitro, 58% de antagonismo e nenhum isolado sinérgico à combinação de 

flucitosina e voriconazol frente a Aspergillus spp. A combinação de itraconazol e voriconazol 

frente ao GS, no estudo em questão, resultou ausência da interação sinérgica, entretando 

antagonismo foi presente em 23,53% dos isolados. Já no GR sinergismo sofreu um aumento 

para 55,88% e antagonismo não foi evidenciado em nenhum isolado do GR. A combinação de 

itraconazol e voriconazol foi testada, pela primeira vez, frente ao gênero Candida pelo 

presente estudo. Somente Garcia-Effron et al em 2005 testaram esta combinação frente a 

isolados de Aspergillus spp sensíveis e resistentes aos azólicos. Neste estudo através do 

método de chequerboard, os isolados sensíveis evidenciaram 100% de sinergismo, e os 

resistentes 100% de indiferença. A associação da equinocandina, caspofungina e  voriconazol, 

entre todas as associações envolvidas no presente estudo, evidenciou os maiores percentuais 

de indiferença entre os ambos grupos (GS e GR). Sinergismo não esteve presente no GS, já 

antagonismo obteve um percentual de 14,71%. Baltch et al (2008) avaliaram o efeito da 

associação de voriconazol e caspofungina através de curva de morte em macrófagos humanos 

(com e sem GM-CSF) infectados por C. glabrata resistentes ao fluconazol, e evidenciaram 
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que a associação possui maior efeito antifúngico quando comparado com a atividade dos 

antifúngicos isoladamente. As taxas de antagonismo no GR no presente estudo reduziram-se a 

zero, e as de sinergismo se elevaram-se a 29,41%. Embora Kiraz et al (2010) tenha avaliado a 

combinação de voriconaol e caspofungina frente a isolados clínicos de C. glabrata, os 

resultados dos testes com o GR, do presente estudo, foram semelhantes aos evidenciados 

pelos autores. Os autores deste estudo avaliaram a combinação através de 3 técnicas 

diferentes e identificaram: 16% de sinergismo e 2% de indiferença na curva de morte; 32% de 

sinegismo e ausência de antagonismo no Etest; e os halos formados pela combinação foram 

maiores do que no antifúngicos separadamente, nos testes com disco difusão. 

6.1 Considerações finais 

A detecção de fungos resistentes, notadamente, Candida spp., é um evento novo que 

tem requerido a atenção da comunidade médico-científica em todo o mundo. O fenômeno está 

sob investigação mas os percentuais de resistência apontados por estudos multicêntricos são 

preocupantes. Neste contexto, dois são importantes: a detecção e caracterização das espécies 

resistentes, e a escolha de opções terapêuticas mais efetivas. 

As associações entre antifúngicos têm sido pouco exploradas; mas podem se constituir 

na única ou melhor escolha terapêutica. Os resultados aqui obtidos apontam que a 

combinação de antifúngicos foi mais eficaz frente a isolados resistentes do que frente aos 

isolados sensíveis ao fluconazol. Estes achados, enquanto área de pesquisa, deverão ser 

melhor explorados, pois, disparidades entre estudos in vitro e in vivo, bem como controvérsias 

sobre o efeito sinérgico ou antagônico de algumas associações não permitem, ainda, sua 

efetiva aplicação nos pacientes acometidos de candidíases, cujos agentes sejam resistentes a 

determinados antifúngicos. 
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6 CONCLUSÕES 

O presente estudo permitiu concluir que: 

 

Foi possível induzir resistência ao fluconazol nos 34 isolados de C. glabrata, 

requerendo CIM ≥ 64 µg/mL, após a indução. 

 

Dentre os isolados de C. glabrata sensíveis ao fluconazol, foi evidenciado resistência 

aos azólicos, voriconazol e itraconazol. 

 

C. glabrata resistentes ao fluconazol evidenciaram resistência cruzada ao cetoconazol, 

itraconazol, voriconazol, anfotericina B e caspofungina.  

 

As combinações de antifúngicos frente aos grupos sensíveis e resistentes ao fluconazol 

resultaram, em sua maior parte, em interações indiferentes.  

 

A combinação que evidenciou melhores percentuais de sinergismo frente aos dois 

grupos foi anfotericina B + flucitosina (GS = 61,77% e GR = 76,47%) e com ausência 

de antagonismo.  

 

Frente aos isolados resistentes ao fluconazol (GR) outras combinações sinérgicas 

foram : anfotericina B + cetoconazol (73,53%), anfotericina B + voriconazol 

(55,88%), todos com ausência de antagonismo. 
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