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RESUMO 
 
 
Espécies do gênero Candida são os principais patógenos fúngicos envolvidos em 
infecções humanas, principalmente infecções sanguíneas. Estudos apontam a 
emergência de espécies de Candida não-albicans, dentre elas Candida parapsilosis 
e C. tropicalis. Um importante fator de virulência destas espécies é a produção de 
biofilmes resultando em reservatório de importantes infecções. Além disso, a 
utilização de dispositivos médicos e a administração de nutrição parenteral total 
(NPT) aumentam os riscos de infecções nosocomiais da corrente sanguínea, 
principalmente por C. parapsilosis. O objetivo do presente estudo foi avaliar a 
formação de biofilme in vitro por isolados sanguíneos dessas espécies. A análise de 
biomassa total foi realizada pela coloração por cristal violeta e a atividade metabólica 
das células do biofilme foi avaliada utilizando o ensaio colorimétrico resultante da 
redução do XTT. C. tropicalis foi maior produtor de biofilme, tanto de biomassa total 
quanto células viáveis, comparativamente a C. parapsilosis stricto sensu. Neste 
estudo foi também avaliada a morfologia das células constituintes do biofilme. 
Biofilmes de C. tropicalis apresentaram maior quantidade de formas filamentosas 
comparativamente aos biofilmes de C. parapsilosis stricto sensu. A formação de 
biofilmes também foi avaliada em presença de diferentes carboidratos. Não foram 
observadas diferenças significativas na produção de biofilme em função dos 
carboidratos testados; no entanto, a maioria dos carboidratos testados promoveu 
diferenciação celular (filamentação), particularmente em isolados de C. tropicalis. 
Além desses fatores, foi também avaliada a possível associação de biofilme com 
produção de proteases ácidas secretadas e de fator hemolítico. Para isolados de C. 
parapsilosis altamente produtores de biofilme a produção de Saps foi 
significativamente superior a partir de células de biofilme comparativamente a de 
células livres, sugerindo a ocorrência de associação entre esses fatores de 
virulência. Quanto aos isolados de C. tropicalis esta associação não foi observada. A 
produção de fator hemolítico foi independente da capacidade de formação de 
biofilme para isolados de ambas espécies, além do fato de que o meio de cultivo 
influenciou significativamente a capacidade hemolítica.  A produção de biofilme por 
C. parapsilosis stricto sensu em soluções equivalentes a de NPT foi superior em 
presença de 30 e 25% de glicose comparativamente as demais concentrações 
testadas; sendo que os menores valores de biomassa total foram observados em 
presença de 15% de glicose para a maioria dos isolados. Quanto a morfologia de 
células do biofilme, 67% apresentou aumento significativo de formas filamentosas 
em presença de 30% de glicose comparativamente ao observado no cultivo sem 
suplementação.  
 
Palavras-chaves: Candida parapsilosis stricto sensu. Candida tropicalis. Biofilme. 

Biomassa Total. Atividade metabólica. Formas filamentosas. 
Saps. Fator Hemolítico. 
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ABSTRACT 
 
 

Species of the genus Candida are the principal fungal patogen involved in human 
infections, mainly blood infections. Studies show the increase of species of non-
albicans Candida, among them Candida parapsilosis and C. tropicalis. Biofilm 
production by these species is considered an important virulence factor and results in 
infections reservoir. Besides, the use of medical devices and total parenteral nutrition 
(TPN) infusion increase the risk of nosocomial bloodstream infections mainly for C. 
parapsilosis species. The aim of this study was to evaluate the in vitro biofilm 
formation by blood isolates of these species. The total biomass in biofilm was 
evaluated by crystal violet staining and the cells metabolic activities was evaluated by 
XTT reduction colorimetric assay. C. tropicalis exhibited higher biofilm production of 
both total biomass and viable cells compared to C. parapsilosis. In this study the 
morphology of the biofilm cells was evaluated. Biofilm cells of C. tropicalis showed a 
greater amount of filamentous forms compared to biofilm cells of C. parapsilosis. The 
biofilm formation was also evaluated in the presence of different carbohydrates. 
There was no significant differences in biofilm formation among the tested 
carbohydrates, but the majority of them promoted cellular differentiation, especially in 
C. tropicalis isolates. A possible association between biofilm production and acid 
proteinase secretion and hemolysis was also evaluated. C. parapsilosis isolates that 
showed greater biofilm production also exhibited greater SAPs production compared 
to that observed for free cells. This association was not observed in C. tropicalis. The 
hemolytic factor was independent of the biofilm production in both species, besides 
that the cell culture medium enhanced significantly the hemolytic capacity. Biofilm 
production by blood isolates of C. parapsilosis strictu sensu in PTN like solutions was 
greater following growth in the presence of 25 and 30% of glucose. The lower 
amount of total biomass was observed in medium supplemented with 15% of glucose 
for the majority of the isolates. Concerning biofilm cells morphology, 67% had 
significant increase in filamentous forms in the presence of 30% glucose compared 
to that observed in medium without supplementation. 
 
Keywords: Candida parapsilosis stricto sensu. Candida tropicalis. Biofilm. Total 

Biomass. Metabolic activity. Filamentous cells. Saps. Hemolytic factor. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Espécies do gênero Candida têm sido os agentes fúngicos mais 

comumente associados a infecções invasivas, tornando-se um problema 

crescente de saúde pública em muitos países. Entre as infecções invasivas, 

salienta-se a relevância clínica dos casos de infecções de corrente sanguínea 

que são conhecidas como candidemia ou candidíase hematogênica (COLOMBO 

& GUIMARÃES 2003).  

A ocorrência de casos de candidemia nas últimas décadas tem 

aumentado substancialmente, gerando um impacto considerável sobre as taxas 

gerais e específicas de causa de mortalidade em hospitais.  Candida albicans 

tem sido a espécie de maior interesse clínico, entretanto, paralelamente a este 

aumento de casos de candidemias tem-se observado maiores taxas de 

infecções por espécies de Candida não-albicans, incluindo Candida parapsilosis 

e Candida tropicalis (COLOMBO & GUIMARÃES, 2003; MARRA et al., 2011; 

revisado por SILVA et al., 2012; WISPLINGHOFF et al., 2014).  

Espécies patogênicas de Candida apresentam mecanismos que 

propiciam sucesso na colonização e infecção no hospedeiro. Dentre os fatores 

de virulência expressos por Candida spp, a formação de biofilme tem um grande 

significado no contexto clínico, pois está associada a maiores índices de infecção 

e de diminuição da suscetibilidade a agentes antimicrobianos. Pelo menos 65% 

de todas as infecções microbianas estão relacionadas com o crescimento de 

biofilmes (POTERA, 1999). 

Além da formação de biofilmes, há outros fatores de virulência que 

medeiam a patogenicidade de Candida spp, incluindo a evasão das defesas do 

hospedeiro, produção de enzimas hidrolíticas e outros fatores mais 

recentemente estudados como o fator hemolítico e o “switching” fenotípico. 

Apesar da importância clínica de C. parapsilosis e C. tropicalis, 

ainda são escassos os estudos relacionados aos seus fatores de virulência e 

patogenicidade, particularmente, os relacionados ao possível papel de biofilme 

na expressão destes fatores. Além disso, condições de cultivo que afetam a 

formação de biofilmes por espécies de Candida, particularmente C. tropicalis e 

C. parapsilosis são pouco relatados na literatura. Desta forma, o estudo de 
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variáveis que influenciam na produção e desenvolvimento de biofilme por 

espécies de Candida não-albicans apresenta grande relevância. 

 

 

2. OBJETIVOS  
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a formação de biofilme in vitro por isolados sanguíneos de Candida 

tropicalis e Candida parapsilosis stricto sensu. 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Realizar análise comparativa entre isolados sanguíneos de C. tropicalis e C. 

parapsilosis stricto sensu quanto a formação de biofilme (biomassa total e células 

viáveis) em superfície de poliestireno; 

- Avaliar o potencial de morfogênese em células de biofilme de C. tropicalis e C. 

parapsilosis stricto sensu; 

- Realizar análise comparativa entre isolados de C. tropicalis e C. parapsilosis 

stricto sensu quanto a produção de biomassa total e morfogênese em presença 

de diferentes carboidratos; 

- Avaliar a produção de proteases ácidas secretadas por células livres e células 

de biofilme de isolados de C. tropicalis e C. parapsilosis stricto sensu; 

- Avaliar a produção de fator hemolítico por células livres e células de biofilme de 

isolados de C. tropicalis e C. parapsilosis stricto sensu; 

- Avaliar a produção de biomassa total e potencial de diferenciação em 

pseudohifas por isolados de C. parapsilosis stricto sensu em presença de 

soluções hiperglicídicas em concentrações equivalentes a de nutrição parenteral 

total. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
3.1 Candida tropicalis e Candida parapsilosis stricto sensu 

 
Desde meados da década de 1980, os fungos têm se tornado 

um problema crescente devido aos elevados índices em infecções fúngicas 

nosocomiais, principalmente em pacientes imune-comprometidos (revisado por 

TROFA et al., 2008).  

Espécies do gênero Candida são responsáveis por cerca de 

80% das infecções fúngicas em hospitais, ocasionando um impacto significativo 

na saúde pública (revisado por CALDERONE & FONZI 2001; COLOMBO & 

GUIMARÃES, 2003; revisado por YAPAR, 2014). Estas leveduras são 

encontradas de forma ubíqua e comensal na microbiota de indivíduos saudáveis; 

em adultos está presente no trato gastrointestinal em cerca de 20 a 80% da 

população sadia, e entre as mulheres de 20 a 30% apresentam colonização na 

vagina (COLOMBO & GUIMARAES, 2003; NAGLIK et al., 2003).  

A importância das leveduras do gênero Candida se deve a alta 

frequência com que colonizam, e podem desencadear infecção no hospedeiro 

humano. Estes leveduras podem tornar-se patogênicas caso ocorram alterações 

nos mecanismos de defesa, ou qualquer interferência que possa romper as 

barreiras anatômicas da pele do hospedeiro, a exemplo de queimadura e uso de 

dispositivos médicos invasivos (KÓJIC & DAROUICHE, 2004; revisado por VAN 

ASBECK et al., 2009; revisado por SILVA et al., 2012).  

As infecções por Candida spp abrangem um espectro amplo de 

doenças superficiais e invasivas. Dentre as infecções invasivas, destaca-se a 

candidemia que apresenta alta incidência em ambiente hospitalar. Infecções 

deste tipo estão relacionadas não somente aos fatores predisponentes que 

acometem cada paciente, mas também, aos procedimentos e materiais médicos 

utilizados na rotina hospitalar que podem ser responsáveis por 

aproximadamente metade dos casos nosocomiais de candidemia (ALMIRANTE 

et al., 2005; BASSETTI et al., 2006). 

Espécies do gênero Candida apresentam grande capacidade de 

responder a mudanças no ambiente e hospedeiro. Assim, os processos 

patológicos, fisiológicos ou traumáticos, podem facilitar a colonização e 
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posteriormente a infecção por estas leveduras (revisado por HAYNES, 2001). 

Em decorrência, Candida spp desenvolveram vários fatores de virulência que 

auxiliam na capacidade de colonizar tecidos, causar a doença e sobrepujar as 

defesas do hospedeiro.  

Acerca de seu metabolismo, como todos os fungos, espécies de 

Candida adquirem energia via oxidação de compostos químicos. A glicose é a 

fonte principal de carbono, embora estas leveduras sejam capazes de 

metabolizar outros açúcares como a frutose, maltose, sacarose e a galactose 

(JORGE, 2012). O metabolismo destas leveduras ocorre principalmente em duas 

vias distintas, a respiração e a fermentação. Dentre essas vias, há a glicólise, 

que é uma via metabólica central para a assimilação de carbono, em que ocorre 

a conversão de glicose em piruvato. Sendo assim, na presença de oxigênio, o 

piruvato é convertido ATP e CO2, e na ausência de oxigênio, o piruvato é 

decomposto em etanol, CO2 e oxaloacetato; consequentemente, espécies de 

Candida podem crescer em condições aeróbicas e adaptar-se em condições 

anaeróbicas. 

 Esta flexibilidade metabólica das leveduras torna-se importante 

na colonização de diversos nichos com diferentes carboidratos disponíveis e a 

assimilação de diferentes fontes de carbono disponíveis são alguns dos fatores 

que contribui para a ubiquidade da levedura (RODAKI et al., 2009; ASKEW et 

al., 2009). 

Estudos conduzidos com C. albicans revelaram aumento na 

capacidade de adesão quando as leveduras foram cultivadas em suplementação 

de sacarose (MCCOURTIE & DOUGLAS, 1981; WILLIS et al., 2000).  Já, o 

glicídio galactose pode estar presente em forma livre em uma ampla gama de 

alimentos, sendo capaz de alterar os componentes da superfície da parede 

celular dos fungos e consequentemente mudar a sua adesão (MCCOURTIE & 

DOUGLAS, 1981). A glicose também foi relacionada a mudanças na capacidade 

adesão de Candida (HAWSER & DOUGLAS, 1995; NIKAWA et al., 1997; JIN et 

al., 2004). 

No corpo humano, Candida spp ocupam diversos nichos dos 

quais muitos oferecem uma complexa mistura de nutrientes. Algumas partes do 

corpo oferecem baixas concentrações de glicose, enquanto outras fornecem 
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uma exposição transitória, como a cavidade oral e o trato gastrointestinal, ou até 

a falta de glicose como a pele e a unha (ENE et al., 2012). 

Das 200 espécies do gênero Candida conhecidas, somente 20 

são reconhecidas como patógenos humanos. C. albicans destaca-se entre as 

espécies por ser mais frequentemente isolada. Contudo, nas últimas décadas, 

espécies de Candida não-albicans têm apresentado importância devido a sua 

alta prevalência e isolamento em hospitais (GIANINNI & MELHEM, 2000; 

PAPPAS et al., 2003; revisado por SILVA et al., 2012). 

O aumento da incidência de infecções por Candida não-albicans 

pode estar relacionado às melhorias nos métodos de diagnósticos, bem como a 

introdução de técnicas de biologia molecular, uso de dispositivos médicos 

invasivos, como cateteres venosos e padrões de suscetibilidade antifúngica. 

(revisado por SILVA et al., 2012).  

Dentre as espécies de Candida não-albicans, C. tropicalis, C. 

parapsilosis e C. glabrata, estão entre as principais espécies no contexto clínico 

atual. C. parapsilosis é considerada saprófita da pele e cavidade oral, entretanto, 

apresenta potencial patogênico podendo causar infecções em maior ocorrência 

em crianças, recém-nascidos prematuros e pacientes idosos (ALMIRANTE et al., 

2006; revisado por TROFA et al., 2008). Esta espécie é reconhecida pela 

capacidade de formar biofilmes e aderir a superfícies plásticas, características 

que facilitam sua transmissão em ambientes hospitalares (CLARK et al., 2004; 

SAN MIGUEL et al., 2005). Casos de fungemia por C. parapsilosis são 

associados com nutrição parenteral total, uso de drenos e cateteres, antibióticos 

de largo espectro, terapias imunossupressoras e diabetes mellitus (WEEMS et 

al., 1987). 

C. parapsilosis foi originalmente descrita como Monilia 

parapsilosis, isolada de amostras de fezes de um paciente com diarréia em Porto 

Rico e somente em 1932 esta espécie foi reclassificada como C. parapsilosis; 

era caracterizada como levedura não patogênica até o ano de 1940, em que foi 

o agente etiológico de um caso fatal de endocardite em um usuário de drogas 

(revisado por TROFA et al., 2008; revisado por NOSEK et al., 2009). 

C. parapsilosis forma colônias brancas, cremosas, e com 

morfologia variável, apresentando desde brilhante, como lisa ou até rugosa. As 

células apresentam-se como ovais, redondas ou alongadas, medindo  de 2,5 a 
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4μm, além disso, esta espécie não forma hifas verdadeiras, somente 

pseudohifas (revisado por TROFA et al., 2008; revisado por NOSEK et al., 2009; 

JORGE, 2012). C. parapsilosis é capaz de assimilar glicose, sacarose, galactose 

e maltose. Além disso, pode fermentar glicose e eventualmente galactose 

(JORGE, 2012; revisado por SILVA et al., 2012.). 

A existência de grupos apresentando diversidade genética entre 

os isolados de C. parapsilosis, foi proposta por Lehman e Lakser em 1992. Por 

meio da técnica de Reação em Cadeia de Polimerase e Amplificação Aleatória 

de DNA Polimórfico, notou-se diferenças nas cepas de C. parapsilosis que eram 

fisiologicamente homogêneas, sendo classificadas em três grupos (I, II e III). 

Após diversos estudos genéticos baseados na diferença 

existente entre os três grupos, Tavanti e colaboradores (2005) propuseram uma 

denominação taxonômica para estes grupos, Candida parapsilosis stricto sensu, 

Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis, pertencentes aos grupos I, II e III, 

respectivamente. Os testes fenotípicos não são capazes de diferenciar as 

espécies do complexo C. parapsilosis, somente pelo emprego de métodos 

moleculares é possível tal diferenciação (ABI-CHACRA et al., 2013). 

Outra espécie de Candida não-albicans de destaque no contexto 

clínico atual é C. tropicalis. Em países de clima tropical, esta espécie se destaca 

por ser relacionada a casos de candidemia, sendo em algumas localidades a 

espécie mais prevalente do gênero (COLOMBO et al., 2006; revisado por CHAI 

et al., 2010; FURLANETO et al., 2011; NUCCI et al., 2013).  

C. tropicalis produz colônias esbranquiçadas, sem brilho e com 

morfologia variável. As células são esféricas, ovais ou alongadas, com medidas 

de 2,5μm de largura por 3 a 14μm de comprimento, além disso, é polimórfica, 

exibindo pseudohifas e hifas verdadeiras (revisado por SILVA et al., 2012). Esta 

espécie assimila glicose, maltose, sacarose, galactose, além de fermentar 

glicose, maltose, sacarose e galactose (JORGE, 2012). 

Comensal da microbiota do hospedeiro, a maioria das infecções 

causadas por C. tropicalis é originada endogenamente, tendo o seu potencial 

patogênico elevado em pacientes acometidos por câncer, doenças 

hematológicas como a neutropenia, transplantados e que receberam terapia 

imunossupressora (RICHARDSON & LASS-FLORL, 2008; NEGRI et al., 2012). 

A colonização gastrointestinal por C. tropicalis é comum em indivíduos saudáveis 
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(até 30%), além de poder ser encontrada na pele, trato geniturinário e trato 

respiratório (revisado por CHAI et al., 2010; revisado por NEGRI et al., 2012). 

Após a colonização, C. tropicalis tem capacidade de disseminar 

rapidamente em hospedeiros imunocomprometidos resultando em altas taxas de 

mortalidade, principalmente quando da ocorrência de candidemia. Além disso, 

os isolados C. tropicalis tem apresentado com frequência, menor suscetibilidade 

a antifúngicos comumente utilizados na prática clínica (COLOMBO et al., 2006; 

revisado por CHAI et al., 2010 NEGRI et al.,2012). 

 

 

3.2 Epidemiologia de C. parapsilosis e C. tropicalis Associada à 

Candidemia 

 

As infecções da corrente sanguínea têm chamado atenção por 

sua crescente incidência, gerando altos impactos nos sistemas de saúde em 

decorrência da dificuldade de tratamento, do alto custo, além de resultar em altas 

taxas de mortalidade, que são próximas a 50% em pacientes internados em 

unidades de terapia intensiva (PAPPAS et al., 2003; WISPLINGHOFF et al., 

2004; FÓRTUN et al., 2012; NUCCI et al., 2013).  

A epidemiologia das infecções hematogênicas é geralmente 

influenciada por diversos fatores como as características geográficas e 

hospitalares, além da predisposição e condição do paciente (PFALLER et al., 

2011; GUINEA, 2014). Dados fornecidos pelo Centro de Controle e Prevenção 

de Doenças (CDC) e da Rede Nacional de Segurança dos EUA (Healthcare) 

apontam que espécies de Candida ocupam o quinto lugar entre os patógenos 

adquiridos no hospital e o quarto lugar entre os patógenos de infecções da 

corrente sanguínea (revisado por YAPAR, 2014). 

A vigilância antifúngica global (ARTEMIS DISK) coletou isolados 

de 127 centros médicos de todo o mundo, totalizando 39 países. Os registros 

mostraram que apenas cinco espécies (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. 

parapsilosis e C. krusei) foram responsáveis por 92% dos casos de candidemia, 

e que C. albicans foi a espécie mais comum em todo o mundo, respondendo por 

62% dos casos (revisado por GUINEA, 2014).  
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Na Itália, espécies de Candida não-albicans foram as mais 

frequentemente isoladas, sendo C. parapsilosis de maior ocorrência, seguida de 

C. tropicalis e C. glabrata (CAGGIANO et al., 2008; FÓRTUN et al., 2012; 

TORTORANO et al., 2012). Em análise realizada na Espanha, durante o período 

de 13 meses, 1.357 episódios de candidemia foram analisados. C. albicans 

apresentou-se como a espécie mais frequente, seguido por C. parapsilosis 

stricto sensu, C. glabrata e C. tropicalis. Um padrão diferenciado foi observado 

neste estudo em que espécies de C. orthopsilosis foi a quinta causa de fungemia 

(PEMÁN et al., 2012). 

Em um total de 1.143 casos de candidemia nos Estados Unidos, 

no período de 2 anos, C. albicans foi a espécie mais frequentemente isolada, 

seguido de C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis (HAJJEH et al., 2004).  Em 

outro estudo mais recente, dados clínicos de 1.218 episódios de candidemia 

foram coletados em 52 pacientes nos EUA, entre 1998 e 2006. Houve um 

predomínio de C. albicans, seguido de C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis 

(WISPLINGHOFF et al., 2014). 

O maior estudo multicêntrico relacionado a episódios de 

candidemia realizado na América Latina revelou que dentre as espécies de 

Candida não-albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis foram mais frequentes em 

hospitais terciários (NUCCI et al., 2013). 

No Brasil, um estudo realizado em centros médicos terciários de 

9 cidades localizadas nas regiões sul, sudeste e central, foram detectados 712 

casos de candidemia. C. albicans foi a espécie mais comum, seguida por C. 

tropicalis e C. parapsilosis (COLOMBO et al., 2006). 

Hinrichsen e colaboradores (2008) verificaram 21 episódios de 

candidemia na região nordeste do Brasil, onde espécies de Candida não-

albicans representaram mais de 50% dos casos, com predomínio de C. 

parapsilosis (33%) e C. tropicalis (24%), ocorrendo alto índice de mortalidade 

(61%). Outro estudo realizado nesta mesma região, um total de 50 hemoculturas 

positivas para Candida spp foram analisadas, sendo que as espécies mais 

frequentes foram C. parapsilosis, seguido de C. albicans e C. tropicalis 

(MEDRANO et al., 2006). Já, em outro estudo, C. tropicalis foi a espécie mais 

frequentemente isolada dentre as espécies de Candida não-albicans, seguido de 
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C. glabrata e C. parapsilosis na região nordeste brasileira (BARBERINO et al., 

2006). 

Chang e colaboradores (2008), em análise realizada na região 

centro-oeste brasileira, verificou que dentre os casos de candidemia C. albicans 

foi mais prevalente, seguida de C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata. 

Na região sul do Brasil, Aquino e colaboradores (2005) 

analisaram 131 episódios de candidemia, C. albicans foi prevalente, seguido de 

C. parapsilosis e C. tropicalis. França e colaboradores (2008), também 

evidenciaram o predomínio de C. albicans, em 59 casos de candidemia 

analisados, seguido de C. tropicalis e C. parapsilosis. 

Em estudo mais recente, realizado por Costa e colaboradores 

(2014) no Hospital da Universidade Estadual de Londrina, foi observado a 

prevalência de espécies de Candida não-albicans em casos de candidemia, 

sendo que C. tropicalis foi a espécie mais frequente, seguido por C. albicans e 

C. parapsilosis stricto sensu. Neste trabalho, dentre os isolados de C. 

parapsilosis analisados, 27% deles apresentaram resistência ao antifúngico 

fluconazol  

As causas de diferenças no padrão de distribuição das espécies 

em casos de candidemia ainda não foram totalmente esclarecidas. Tem sido 

proposto que o uso profilático de determinados antifúngicos, o aumento do 

número de pacientes com doenças hematogênicas, além de outras doenças 

imunossupressoras podem contribuir para o aumento de infecções associadas a 

espécies de Candida não-albicans. Além disso, avanços nas técnicas de 

identificação podem auxiliar na evidenciação destas espécies não-albicans 

(DIEKEMA et al., 2012; PFALLER, 2012). 

C. orthopsilosis e C. metapsilosis são espécies mais 

recentemente descritas, sendo anteriormente agrupadas no complexo Candida 

parapsilosis. Atualmente há poucos dados relativos a sua participação em casos 

de candidemia; os estudos já realizados revelam baixa frequência destas 

espécies comparativamente a C. parapsilosis stricto sensu. No Brasil, em um 

estudo multicêntrico foi demonstrado que do total de 141 isolados sanguíneos 

do complexo C. parapsilosis reidentificados, 88% compreendeu C. parapsilosis 

stricto sensu, 9% C. orthopsilosis e 3% C. metapsilosis (GONÇALVES et al.,  

2010). 
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Em outro estudo envolvendo 29 países representando os seis 

continentes, C. parapsilosis stricto sensu correspondeu a 91,3% dos isolados, 

seguido de C. orthopsilosis (1,8%), e C. metapsilosis (0,8%) (LOCKHART et al., 

2008). 

 

 

3.3 Fatores de Virulência de Candida spp 

 

Os micro-organismos patogênicos apresentam mecanismos que 

asseguram o êxito na colonização e infecção. Assim, as espécies de Candida 

expressam uma série de fatores de virulência que auxiliam na capacidade de 

colonizar tecidos, sobrepujar defesas e causar infecções no hospedeiro 

(HAYNES, 2001; NAGLIK et al., 2003).  

A patogenicidade de espécies de Candida é mediada por vários 

fatores de virulência, incluindo a adesão e formação de biofilme, capacidade de 

evadir das defesas do hospedeiro e da produção de enzimas hidrolíticas, como 

as proteases e fosfolipases. Além disso, outros fatores recentemente estudados 

como o fator hemolítico, o qual possibilita a lise dos eritrócitos e acesso à 

hemoglobina podendo atuar como fonte de ferro para o micro-organismo; bem 

como o “switching” fenotípico, que consiste na capacidade da variação na 

morfologia celular obtendo maior afinidade pelos tecidos do hospedeiro (ZAUGG 

et al., 2001; SILVA et al., 2009; NEGRI et al., 2010; FRANÇA et al., 2011; NEGRI 

et al., 2012; FAVERO et al., 2014; MORALEZ et al., 2014). 

O primeiro estágio nas infecções por Candida é a sua aderência 

em superfícies, muitas vezes levando a formação de biofilmes. Assim, a 

aderência é um passo extremamente importante no processo de infecção, e o 

grau de adesão é dependente da espécie microbiana, do hospedeiro e das 

propriedades da superfície como a hidrofobicidade e a composição da parede 

celular. A capacidade dos micro-organismos aderirem às células, tecidos ou 

outros tipos de superfícies expostas à circulação de fluídos, é um pré-requisito 

para a colonização e subsequente infecção (CHANDRA et al., 2001). 

Além destes fatores, algumas espécies de Candida são 

polimórficas podendo apresentar morfologias celulares distintas, incluindo 

blastoconídeos, pseudo-hifas e hifas. Esta transição de formas celulares é uma 
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das propriedades que pode contribuir na colonização de superfícies, 

disseminação pelos tecidos do hospedeiro e escape do sistema imune, além de 

proporcionar maior facilidade na captação de nutrientes, comparado com a forma 

em blastoconídeo (revisado por THOMPSON et al., 2011; JORGE, 2012). 

A maioria dos estudos relacionados a fatores de virulência em 

Candida spp é realizada com C. albicans como modelo. Contudo, existem 

diferenças significativas com relação à expressão de fatores de virulência entre 

as espécies. Apesar da importância clínica de C. tropicalis e C. parapsilosis, 

ainda há a escassez de estudos relativos às propriedades de seus fatores de 

virulência.  

A colonização de tecidos do hospedeiro por espécies de Candida 

também pode ser facilitada pela liberação de enzimas hidrolíticas como 

proteinases aspartil secretadas (SAPs), fosfolipases e lipases (revisado por 

SILVA et al., 2012).  Fosfolipases são enzimas que hidrolisam fosfolipídeos e 

ácidos graxos, contribuindo para a adesão da levedura (GHANNOUM, 2000).  

A secreção da enzima fosfolipase por C. parapsilosis é uma 

questão controversa; alguns estudos demonstram a sua produção e outros 

relatam que esta espécie não produz esse fator de virulência (revisado por 

TROFA et al., 2008; revisado por SILVA et al., 2012). Já as enzimas lipases 

estão envolvidas na hidrólise de triglicerídeos e suas possíveis funções incluem 

a digestão de lipídeos para a aquisição de nutrientes, adesão às células 

hospedeiras e interações com outras enzimas (revisado por TROFA et al., 2008). 

As principais, e mais estudadas, enzimas são as proteases 

aspárticas (Saps) que facilitam a invasão e colonização pois possuem a 

capacidade de hidrolisar as proteínas do hospedeiro envolvidas no mecanismo 

de defesa, além do colágeno, queratina, albumina, e mucina, permitindo assim 

a penetração da levedura no tecido (revisado por NAGLIK et al., 2003; SPECIAN 

et al., 2013).  

A produção de Saps por C. tropicalis e C. parapsilosis tem sido 

descrita (DE BERNARDIS et al., 1999; D´EÇA JUNIOR et al., 2011), sendo a 

produção influenciada pelo sítio anatômico de isolamento. Segundo França e 

colaboradores (2010), isolados de C. parapsilosis de secreção traqueal foram 

mais produtoras de proteases do que isolados de C. tropicalis obtidos do mesmo 

sítio. Segundo estes autores, C. parapsilosis isolada de infecções superficiais 
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foram mais produtoras de proteases comparativamente aos isolados de 

secreção traqueal.  

Outro fator de virulência que tem sido reconhecido atualmente 

como atributo de virulência em espécies de Candida é o fator hemolítico. Este 

fator promove a lise dos eritrócitos facilitando o acesso da levedura à 

hemoglobina, neste acesso o micro-organismo pode adquirir ferro elementar o 

qual é fundamental para a sobrevivência e estabelecimento da infecção 

(HOWARD, 1999; SUTAK et al., 2008).  

Na literatura, há dados controversos acerca da produção de fator 

hemolítico por C. parapsilosis.  Estudos recentes realizados pelo nosso grupo 

têm revelado que tanto C. tropicalis quanto C. parapsilosis apresentam potencial 

hemolítico (FRANÇA et al., 2010; FAVERO et al., 2014). 

Dentre os fatores de virulência associados a patogenicidade de 

Candida spp a formação do biofilme assume grande relevância principalmente 

os biofilmes formados em superfícies de dispositivos médicos.  

 

 

3.3.1 Biofilme de Candida spp em Dispositivos Médicos 
 

Muitos micro-organismos em seus habitats naturais são 

encontrados em forma de biofilme, aderidos a uma superfície ou como 

organismos livres. Biofilmes são definidos como uma comunidade microbiana 

estruturada que estão ligados a uma superfície, envoltos por uma matriz 

exopolimérica e exibindo propriedades fenotípicas distintas (DONLAN, 2001). 

Os biofilmes são considerados as formas mais prevalentes de 

crescimento dos micro-organismos e resultam de uma tendência natural de 

fixação em superfícies bióticas ou abióticas, variando desde superfícies 

minerais, tecidos de mamíferos, polímeros sintéticos e dispositivos médicos (AL 

–FATTANI & DOUGLAS, 2006; SILVA et al., 2011; revisado por TOURNU et al., 

2011).  

A produção de biofilme por espécies do gênero Candida é 

preocupante principalmente quando se estabelece em materiais sintéticos 

implantados, particularmente em cateteres intravasculares, de diálise peritoneal, 

derivações peritoneais ventriculares e outros dispositivos implantados, 
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necessários para a sobrevivência e para a melhoria da qualidade de vida do 

paciente (revisado por SARDI et al., 2013; MITCHELL et al., 2013). 

C. tropicalis e C. parapsilosis são capazes de formar biofilmes, 

os quais têm sido associados com maiores taxas de mortalidade em comparação 

com os isolados que não possuem esta capacidade (KUNAMOTO 2002). 

Infecções relacionadas a cateteres são a principal causa de morbidade e 

mortalidade entre os pacientes hospitalizados, e os biofilmes microbianos 

formados em cateteres estão associados com 90% destas infecções (DIDONE 

et al., 2011).  

O aumento da resistência antifúngica de espécies de Candida 

em decorrência da formação de biofilme foi demonstrado pela primeira vez por 

Hawser e Douglas (1995). Biofilme de Candida pode ser até 2000 vezes mais 

resistente do que as células planctônicas a vários antifúngicos, como anfotericina 

B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol (HAWSER & DOUGLAS, 1995, 

CHANDRA et al., 2001, JAIN et al., 2007). 

O desenvolvimento de biofilme por espécies de Candida 

consiste em diversas fases onde o passo inicial compreende a adesão das 

células fúngicas ao substrato, seguido de uma fase de filamentação e 

proliferação das células que resultam em múltiplas camadas e em diferentes 

tamanhos. O próximo passo da maturação resulta em uma rede complexa de 

células incorporadas ao material polimérico extracelular constituído de hidratos 

de carbono, proteínas, hexosaminas, fósforo e ácido urônico. Por último, há a 

dispersão das células (BAILLIE & DOUGLAS, 2000; BLANKENSHIP & 

MITCHELL, 2006; SENEVIRATNE & JIN, 2008; revisado por TOURNU et al., 

2011). 

Na adesão, há a formação de um complexo espacial de divisões 

sequenciadas levando a um agregado de células em uma arquitetura 

organizada. Os biofilmes “maduros” exibem uma estrutura complexa e extensa, 

contribuindo no arranjo espacial para facilitar o influxo de nutrientes e eliminação 

de resíduos. A movimentação de fluídos e choques mecânicos contribuem para 

a liberação de fragmentos de biofilme, veiculando a levedura para outros locais 

proporcionando com isso, a ocorrência de infecções sistêmicas (BAILLIE & 

DOUGLAS, 2000; CHANDRA et al., 2001; DOUGLAS, 2003; RAMAGE et al., 

2005). Além disso, a adesão das células é mediada por interações não 
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específicas como a hidrofobicidade e forças eletrostáticas entre as células; e 

também por interações específicas, no qual as moléculas são expressas, como 

as adesinas, para propiciar uma adesão mais forte (RAMAGE et al., 2005; 

SENEVIRATNE & JIN 2008). A filamentação contribui para uma produção 

abundante de biofilme por espécies de Candida, além de ser correlacionada com 

uma melhor adesão e desenvolvimento dos biofilmes (LADERO et al., 2013). 

A matriz extracelular de biofilme representa uma característica 

única ao passo que sua quantidade e composição podem variar de uma espécie 

para outra e em diferentes locais de infecção, dependendo dos estímulos 

ambientais como a disponibilidade de nutrientes e estímulos mecânicos 

(D`ENFERT, 2006).  

Condições ambientais como a composição do meio, o pH e 

oxigênio, bem como o isolado e a espécie, afetam o desenvolvimento da matriz 

do biofilme. A matriz é aniônica, atraindo cátions e nutrientes, aumentando com 

isso a disponibilidade destes para os membros do biofilme, além disso, esta 

matriz é muito hidratada protegendo as células da desidratação. Todos esses 

fatores são vantajosos para as células presentes no biofilme, as quais são 

chamadas sésseis, enquanto que as de forma livre são ditas planctônicas 

(revisado por RAMAGE et al., 2009). 

Biofilme de C. parapsilosis tende a ser delgado e pouco 

estruturado, sendo constituído quase que exclusivamente por blastoconídeos 

agregados (KUHN et al., 2002). C. parapsilosis apresenta prevalência de 

formação de biofilmes em dispositivos médicos e cateteres intravenosos 

(TROFA et al., 2008). A matriz exopolimérica de biofilme de C. parapsilosis é 

composta de grandes quantidades de carboidratos e o teor de proteínas é baixo 

em comparação aos biofilmes de C. tropicalis (SILVA et al., 2009).  

A administração de nutrição parenteral facilita a colonização por 

C. parapsilosis. Isso é devido ao fato da levedura possuir vantagem seletiva de 

crescimento em presença de altas concentrações de glicose. Estudos relatam 

que a nutrição parenteral total aumenta o peso seco em até 40% de biofilme de 

C. parapsilosis (KUHN et al., 2004). 

Já, isolados de C. tropicalis foram classificados como sendo 

altamente formadores de biofilmes que consiste de uma rede densa de células 

leveduriformes e evidente morfologia filamentosa (SILVA et al., 2009). A matriz 
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de biofilmes desta espécie consiste de carboidratos, proteínas, hexosaminas, 

fósforo e ácido urônico, sendo a quantidade de carboidratos e proteínas em 

menor quantidade e hexosamina em maior quantidade (AL-FATTANI & 

DOUGLAS, 2006; SILVA et al., 2009).  O crescimento de formas filamentosas 

em biofilme, embora não seja estritamente essencial para a sua formação, 

reforça a totalidade da estrutura do biofilme e fornece sítios de proteção e adesão 

para a levedura (RAMAGE et al., 2002). 
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FORMAÇÃO DE BIOFILME in vitro POR ISOLADOS SANGUÍNEOS 

DE Candida tropicalis e Candida parapsilosis stricto sensu 
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RESUMO 
 

Espécies do gênero Candida são os principais patógenos fúngicos envolvidos 
em infecções humanas. Estudos epidemiológicos apontam o aumento de 
espécies de Candida não-albicans, destacando-se Candida parapsilosis e C. 
tropicalis. Um importante fator de virulência destas espécies é a produção de 
biofilmes resultando em reservatório de importantes infecções. O objetivo do 
presente estudo foi avaliar a formação de biofilme in vitro por isolados 
sanguíneos dessas espécies. A análise de biomassa total do biofilme foi 
realizada pela coloração por cristal violeta e a atividade metabólica foi avaliada 
utilizando o ensaio colorimétrico resultante da redução do XTT. C. tropicalis foi 
maior produtor de biofilme, tanto de biomassa total quanto células viáveis, 
comparativamente a C. parapsilosis. Neste estudo foi também avaliada a 
morfologia das células constituintes do biofilme. Biofilmes de C. tropicalis 
apresentaram maior quantidade de formas filamentosas comparativamente aos 
biofilmes de C. parapsilosis. A formação de biofilmes foi avaliada em presença 
de diferentes carboidratos. Não foram observadas diferenças significativas na 
produção de biofilme em função dos carboidratos testados; no entanto, a maioria 
dos carboidratos testados promoveu diferenciação celular (filamentação), 
particularmente em isolados de C. tropicalis. Por fim, foi avaliada a possível 
associação de biofilme com produção de proteases ácidas secretadas e de fator 
hemolítico. Para os isolados de C. parapsilosis ranqueados como fortemente 
produtores de biofilme, a produção de Saps foi significativamente superior a 
partir de células de biofilme comparativamente a de células livres, sugerindo a 
ocorrência de associação entre esses fatores de virulência. Já quanto aso 
isolados de C. tropicalis esta associação não foi observada. A produção de fator 
hemolítico foi independente da capacidade de formação de biofilme para 
isolados de ambas espécies.   
 
 
Palavras-chaves: Candida parapsilosis stricto sensu, Candida tropicalis, 
Biofilme, Biomassa Total, atividade metabólica, formas filamentosas, Saps, Fator 
Hemolítico. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Espécies do gênero Candida são os principais patógenos 

fúngicos envolvidos em infecções humanas (MARRA et al., 2011). Estas 

infecções abrangem um espectro amplo de doenças superficiais à invasivas, 

destacando-se os casos de candidemia. As infecções da corrente sanguínea têm 

chamado a atenção em vários campos da medicina por sua crescente incidência, 

gerando altos impactos em decorrência da dificuldade de tratamento, do alto 

custo para os sistemas de saúde, além de resultar em altas taxas de mortalidade 

que são próximas a 50% em pacientes internados em unidades de terapia 

intensiva (NUCCI et al., 2013). 

Estudos epidemiológicos recentes têm revelado que Candida 

parapsilosis e Candida tropicalis são as espécies de Candida não-albicans mais 

frequentemente encontradas em amostras sanguíneas em diversas partes do 

mundo, incluindo o Brasil (CÓRDOBA et al., 2011; CHEN et al., 2011; 

TORTORANO et al., 2012; BONFIETTI et al., 2012; BUSTAMANTE et al., 2014; 

COSTA et al., 2014). 

A complexidade das interações entre Candida e o hospedeiro 

sugere que Candida spp possuam ampla versatilidade genética e flexibilidade 

metabólica, podendo crescer em condições aeróbicas e adaptar-se em 

condições anaeróbicas, facilitando com isso a colonização de diversos nichos no 

hospedeiro e em presença de carboidratos distintos (ASKEW et al., 2009). 

Espécies patogênicas de Candida tornam se agentes 

infecciosos devido a expressão de fatores de virulência e alterações na 

imunidade, ou quebra das barreiras anatômicas, do hospedeiro (DIGNANI et al., 

2003). Dentre os fatores de virulência tem-se a capacidade de transição 

blastoconídeo/formas filamentosas, invasão de tecidos, produção de enzimas 

hidrolíticas, como as proteases e fosfolipases, produção de fator hemolítico, 

capacidade de gerar variantes fenotípicos (switching fenotípico) e formação de 

biofilme (SOLL et al., 1992; MANNS et al., 1994; NAGLIK et al., 2003; AL-

FATTANI et al., 2006; NOBILE et al., 2008; TROFA et al., 2008).  

Pelo menos 65% de todas as infecções microbianas estão 

relacionadas com o crescimento de biofilmes (POTERA, 1999). O crescimento 

de micro-organismos na forma de biofilme é uma maneira de proteção para o 
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desenvolvimento dos mesmos, promovendo simbiose e permitindo a 

sobrevivência em ambientes hostis (revisado por SARDI et al., 2013).  

Espécies de Candida que apresentam capacidade de formar 

biofilmes são potenciais causas de infecções sistêmicas devido a suscetibilidade 

reduzida a antifúngicos (CHANDRA 2001; SHIN et al., 2002; SARDI et al., 2013; 

MITCHELL et al., 2013). Além disso, a capacidade de crescimento na forma de 

biofilme possui importância clínica significativa, uma vez que esta pode estar 

associada à expressão aumentada de possíveis fatores de virulência (SILVA et 

al., 2010). 

Segundo a literatura, a habilidade de formar biofilme é um 

elemento chave na patogenicidade de C. tropicalis (CHAI et al., 2010), sendo 

que resistência antifúngica conferida por biofilme já foi demonstrada (AL-

FATTANI et al., 2006). Já, C. parapsilosis apresenta reconhecida capacidade de 

formar biofilmes em dispositivos médicos e cateteres intravenosos (TROFA et 

al., 2008).  

Desta forma, a avaliação de formação de biofilme por isolados 

sanguíneos de C. parapsilosis e C. tropicalis torna-se relevante, podendo auxiliar 

no maior entendimento deste importante fator de virulência. 

 
 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1 Materiais Biológicos 

 

Neste estudo foram avaliados isolados obtidos de episódios de 

candidemia, sendo 13 isolados de C. parapsilosis stricto sensu e 13 isolados de 

C. tropicalis provenientes de pacientes atendidos no Hospital Universitário da 

Universidade Estadual de Londrina-PR, no período de 2010 e 2011 (COSTA et 

al., 2014). Estes isolados foram armazenados em meio Sabouraud com glicerol 

20% a -20°C. 
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2.2 Determinação de Biomassa Total  

 

A obtenção de biofilme de C. parapsilosis stricto sensu e C. 

tropicalis foi realizada de acordo com Silva et al. (2009) e Pierce et al. (2008), 

com modificações. 

Para o preparo dos inóculos, os isolados foram previamente 

cultivados em ágar Sabouraud dextrose por 48h a 37°C. Em seguida, uma 

alíquota de células foram subcultivadas em meio RPMI (Sigma®) suplementado 

com 2% de glicose, por 18h a 37°C em agitação a 120rpm. Foi ajustada a 

concentração celular em 1x108céls/mL, 200µL dessa solução foi adicionado em 

cada poço de uma microplaca de poliestireno de fundo reto, incubada por 24h a 

37°C, em condição estática. Em seguida, 100µL do meio RPMI foi removido e a 

mesma quantidade de meio fresco foi adicionado aos poços, incubando a placa 

por mais 48h nas mesmas condições.   

As células aderidas aos poços foram lavadas duas vezes com 

solução de PBS, fixadas com 200µL de metanol por 15 minutos e coradas com 

200µL de solução de cristal violeta a 1% por 5 minutos. Para a liberação do 

corante e posterior leitura, foram adicionados 200 µL de ácido acético (33%) e a 

absorvância da solução lida em leitor de Elisa (Bio-Tek L 808) em 600nm. 

O ranqueamento da produção de biofilme por biomassa total foi 

determinado de acordo com os dados obtidos nas triplicatas, de conjuntos 

independentes do experimento. A produção de biofilme de cada isolado foi 

classificada como: Baixa produção (DO600 <1.0), média produção (DO600 1.0 - 

2.0) e alta produção (DO600 >2.0).  

 

 

2.3 Determinação da Viabilidade Celular   

  

A atividade metabólica das células do biofilme foi avaliada de 

acordo com Pierce (2008), utilizando o ensaio colorimétrico resultante da 

redução de XTT. Esta medição será baseada na redução do composto 2,3-bis 

(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino) carbonil] -2H- hidróxido de 

tetrazólio (XTT) (Sigma) pela desidrogenase mitocondrial em composto 

formazan laranja, solúvel em água, cuja intensidade é quantificada por 
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absorbância. A coloração obtida foi diretamente proporcional à atividade 

mitocondrial e a viabilidade celular, cuja intensidade é quantificada por 

absorbância. 

Um volume de 100µL contendo 0,5mg/mL de XTT com 10mM de 

menadiona foi adicionado aos poços do biofilme e aos poços controle (sem 

biofilme) que foram previamente lavados. As placas foram incubadas no escuro 

por 3 horas a 37°C. Uma alíquota de 80µL do sobrenadante com resultante foi 

retirada dos poços e transferida a outra placa de microtitulação para a realização 

da leitura no leitor ELISA (Bio-Tek L 808) a 490nm. Poços contendo somente o 

XTT foram considerados como controle negativo. Os experimentos foram 

realizados em triplicatas em conjuntos independentes. 

O ranqueamento da produção de biofilme pela quantificação de 

células viáveis foi determinado de acordo com os dados obtidos nas triplicatas, 

de conjuntos independentes do experimento. A produção de biofilme de cada 

isolado foi classificada como: Baixa produção (DO490 <0.3), média produção 

(DO490 0.3 – 0.5) e alta produção (DO490 >0.5).   

 

2.4 Avaliação dos Tipos Celulares Presentes nos Biofilmes  

 

Para a análise dos tipos celulares constituintes dos biofilmes 

foram utilizados os isolados 44.10/ 357.10 de C. parapsilosis e 63.10/ 268.10 de 

C. tropicalis. As condições de cultivos foram as mesmas empregadas na 

avaliação da biomassa total.  

Após a formação do biofilme, os poços da microplaca foram 

lavados duas vezes com tampão PBS para a remoção das células não 

aderentes. Em seguida, foram adicionados aos poços 200µL do mesmo tampão 

e realizado a remoção do biofilme aderido com auxílio de ponteira de micropipeta 

estéril. Uma alíquota de 10µL de cada solução de PBS com as células do biofilme 

foi utilizada para determinação da capacidade de diferenciação celular em 

formas filamentosas (hifas e pseudo-hifas). Essa avaliação foi realizada em 

triplicata, por microscopia de luz com auxílio da Câmara de Neubauer, avaliando 

a morfologia celular de 1.000 células por amostra.  Os dados foram expressos 

em porcentagem das formas filamentosas. Para a documentação da morfologia 

celular uma alíquota de 10µL foi transferida para uma lâmina de vidro e 
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observado por microscopia de luz, e as imagens documentadas em ampliação 

de 20x. 

 

 

2.5 Produção de Biofilme e Morfogênese em Presença de Diferentes Fontes 

de Carboidratos 

 
Para a formação dos biofilmes em diferentes fontes de 

carboidratos foram utilizados isolados com alta produção de biomassa total 

(357.10 C. parapsilosis e 291.11/ 268.10 de C. tropicalis), média (65.10 C. 

parapsilosis e 239.10 C. tropicalis) e baixa produção (122.11/ 117.11 C. 

parapsilosis e 394.11 C. tropicalis), conforme o ranqueamento estabelecido no 

item 2.2.   A obtenção dos biofilmes foi realizada como descrito no item 2.2 com 

algumas modificações.  

As células foram subcultivadas em caldo RPMI e RPMI 

suplementado com diferentes concentrações de glicose (2 e 4%), galactose (2 e 

4%), maltose (1 e 2%) e sacarose (1 e 2%) e o desenvolvimento do biofilme foi 

realizado com os mesmos meios de cultivo. Na avaliação da diferenciação 

celular em formas filamentosas, a metodologia foi realizada como já descrita no 

item 2.4. 

 

 

2.6 Determinação da Atividade Proteolítica de Células Livres e de Biofilme 

 

Para a determinação da atividade proteolítica foram utilizados os 

mesmos isolados descritos no item 2.5. 

A atividade proteolítica foi avaliada a partir de células cultivadas 

em meio RPMI suplementado com 2% de glicose, por 18h a 37°C em agitação a 

120rpm (células livres) e células constituintes do biofilme, obtidas conforme 

descrito no item 2.4.  

Para a determinação da produção de proteases ácidas 

secretadas, 125µL dos inóculos padronizados (1x106 células/mL) foram 

adicionados a 5mL de meio YCB (Yeast Carbon Base) suplementado com BSA 
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(albumina de soro bovino), na concentração final de 0,05%, seguido de 

incubação a 37°C/48h sob rotação (180rpm). 

Após o cultivo realizou-se a contagem celular, seguido de 

centrifugação para obtenção do sobrenadante de cultivo. Para cada ensaio 

proteolítico foi utilizado 50µL do sobrenadante e 200µL de tampão citrato em pH 

3,5. Após a incubação a 37°C/2h foram adicionados 250µL de ácido 

tricloroacético (TCA) em banho invertido, seguido de incubação a 4°C durante 

1h. Após centrifugação, 150µL do sobrenadante da reação foram adicionados 

aos poços da placa de poliestireno de fundo reto e adicionados 100µL de solução 

de comassie blue. Após 10 minutos, a placa foi lida em leitor Elisa a 600nm. A 

atividade proteolítica foi calculada com base na diferença da absorbância entre 

as amostras e os controles. Nos controles, os sobrenadantes foram tratados com 

ácido tricloroacético previamente ao ensaio enzimático (SPECIAN et al., 2013). 

Uma unidade (U) de atividade proteolítica foi definida como a quantidade de 

enzima que promoveu um aumento de 0.1 na absorbância, sendo a produção de 

proteases expressa em U/mL. Os experimentos foram realizados em triplicatas 

e em conjuntos independentes. 

 

 

2.7 Determinação da Produção de Fator Hemolítico  

 

Para a determinação da produção de fator hemolítico foram 

utilizados os mesmos isolados citados nos itens anteriores (2.5 e 2.6).  

A análise da produção de fator hemolítico foi realizada a partir das 

células livres e de células do biofilme. Para isto, 20µL de uma suspensão celular 

(1x107 células/mL) dos isolados foram inoculados em 3mL de meio de cultivo 

Saboraud e RPMI (adicionado 4% de glicose), suplementados com 7% de 

sangue humano, seguido de incubação a 37°C sob rotação de 90rpm por 48 

horas. Após este período, os cultivos foram centrifugados (1080 rpm por 5 

minutos). A fim de se mensurar a produção de fator hemolítico, alíquotas de 

100µL do sobrenadante obtido foram transferidas para uma microplaca de 

poliestireno e submetidas à leitura espectrofotométrica a 540nm. A hemólise foi 

expressa em porcentagem, sendo calculada de acordo com a equação 

(FAVERO et al., 2011) 
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Hemólise (%) = 100 – [
𝐴𝑝−𝐴𝑠

𝐴𝑝−𝐴𝑛
 𝑥 100] 

Onde: 

Ap: Absorbância do controle positivo; 

An: Absorbância do controle negativo; 

As: Absorbância da amostra teste. 

O controle positivo se baseou em meio de cultivo suplementado 

com sangue acrescido de 100µL de dodecilsulfato de sódio (SDS). O controle 

negativo em meio de cultivo suplementado com sangue. Os controles foram 

submetidos as mesmas condições que a dos cultivos. 

 

 

2.8 Análises Estatísticas 

 

Para a análise da formação de biofilme (células viáveis) pelos 

isolados foi empregado o teste-t de Tukey. Análise comparativa da produção de 

biofilme entre as duas espécies e na produção de biofilme em diferentes 

carboidratos foi utilizado o teste-t de Student, considerando p<0,05, com o auxílio 

do programa BioStat 5.0 nos dois testes.  

Na análise comparativa de atividade proteolítica e hemolítica 

entre células livres e células presentes no biofilme foi empregado o teste- t de 

Student, considerando p<0,05, com o auxílio do programa BioStat 5.0.   
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3. RESULTADOS 

 
3.1 Avaliação da formação de biofilme: Biomassa Total e Células Viáveis  

 

Os dados de formação de biofilme em termos de biomassa total 

e de células viáveis por C. parapsilosis e C. tropicalis podem ser vistos nas 

Tabelas 1 e 2, respectivamente. Os valores de D.O de biomassa total obtidos 

para C. parapsilosis e C. tropicalis foram variados, snedo que todos os isolados 

sanguíneos das duas espécies testadas foram capazes de produzir biofilme em 

superfície de poliestireno. 

 

Tabela 1.  Produção de Biofilme por isolados de C. parapsilosis stricto sensu medidos por 
redução de XTT e coloração por Cristal Violeta. 
 

Isolados 
C. parapsilosis 

 

 
CV (M.G ±D.P) / variância 

 
XTT (M.G ±D.P) / variância 

   
44.10 1.183 ± 0.366/ 0.823 – 1.713 

 
0.54 ± 0.06/ 0.452 – 0.599 

65.10 1.421 ± 0.968/ 0.483 – 2.785 
 

0.27 ± 0.03/ 0.233 – 0.324 

471.10 1.225 ± 0.959/ 0.611 – 2.835 
 

0.508 ± 0.04/ 0.446 -0.534 

551.10 0.921 ± 0.211/ 0.666 – 1.179 
 

0.650 ± 0.06/ 0.59 – 0.74 

122.11 0.766 ± 0.428/ 0.393 – 1.435 
 

0.192 ±0.09/ 0.129-0.35 

230.11 0.948 ± 0.161/ 0.764 – 1.159 
 

0.127 ±  0.006/ 0.118 – 0.132 

450.11 0.821 ±0.239/ 0.522 – 1.045 
 

0.352 ± 0.09/ 0.242 – 0.475 

262.10 0.953 ± 0.333/ 0.640 – 1.447 
 

0.543 ±0.08/ 0.471 – 0.663 

275.10 0.856 ± 0.082/ 0.743 – 0.924 
 

0.137 ± 0.007/ 0.127 – 0.145 

357.10 2.068 ± 0.434/ 1.736 – 2.719 
 

0.351 ± 0.149/ 0.179 – 0.521 
 

390.10 0.739 ± 0.316/ 0.396 – 1.163 
 

       0.11 ± 0.003/ 0.108 – 0.116 

117.11 0.645 ± 0.125/ 0.482 – 0.729 
 

0.139 ± 0.014/ 0.128 – 0.161 

185.11 0.886 ±0.604/ 0.437 – 1.876 
 

0.187 ± 0.04/ 0.150 – 0.251 

CV=Cristal Violeta, XTT= Sal de Tetrazólio reduzido em corante formazan, M.G= Média 
Geométrica, D.P= Desvio Padrão. 
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Tabela 2.  Produção de Biofilme por isolados de C. tropicalis medidos por redução de XTT e 
coloração por Cristal Violeta. 
 

Isolados 
C. tropicalis 

 

 
CV (M.G ±D.P) / variância 

 
XTT (M.G ±D.P) / variância 

   
46.10 1.834 ± 0.06/ 1.755 – 1.917 0.728 ± 0.005/ 0.721- 0.736 

 
63.10 2.328 ± 0.09/ 2.321 – 2.342 0.177 ± 0.01/ 0.154 – 0.194 

 
207.10 2.412 ±0.02/ 2.375 - 2.438 0.453 ± 0.183/ 0.340 – 0.742 

 
239.10 1.741 ± 0.06/ 1.666 – 1.833 0.239 ± 0.023/ 0.209 – 0.265 

 
268.10 2.545 ± 0.176/ 2.425 – 2.801 0.477± 0.186/ 0.258 – 0.686 

 
455.10 2.80 ± 0.102/ 2.67 – 2.93 0.336 ± 0.07/ 0.274 – 0.452 

 
474.10 2.367 ± 0.02/ 2.349 – 2.40 0.467 ± 0.071/ 0.376 – 0.545 

 

509.10 2.738 ± 0.312/ 1.515 – 2.18 0.402 ± 0.08/ 0.292 – 0.489 
 

67.11 1.930 ± 0.312/ 2.515- 2.187 0.389 ± 0.051/ 0.349 – 0.465 
 

132.11 1.994 ± 0.179/ 1.75 – 2.148 0.308 ± 0.065/ 0.257 – 0.406 
 

193.11 2.30 ± 0.226/ 2.005 – 2.53 0.564 ± 0.07/ 0.462 – 0.642 
 

291.11 2.420 ±0.291/ 2.159 – 2.84 0.234 ± 0.03/ 0.209 – 0.283 
 

394.11 0.907 ± 0.175/ 0.736 – 1.158 0.315 ± 0.106/ 0.237 – 0.48 

CV=Cristal Violeta, XTT= Sal de Tetrazólio reduzido em corante formazan, M.G= Média 
Geométrica, D.P= Desvio Padrão. 

  

 

Na análise dos dados relativos a biomassa total, os isolados 

foram categorizados de acordo com a capacidade da produção de biofilme, 

sendo considerada produção baixa (DO600 <1.0), média (DO600 1.0 - 2.0) e alta 

(DO600 >2.0).  Quanto aos isolados de C. parapsilosis observou-se que grande 

parte (69,23%) apresentaram produção baixa de biofilme e somente 7,69% foi 

altamente produtor e 23,07% foi medianamente produtor (Tabela 3).  

Em relação a C. tropicalis, 30,76% dos isolados apresentaram 

formação mediana de biofilme e 61,53% foram altamente produtores e apenas 

7,69 apresentou baixa produção. Dessa forma, isolados sanguíneos de C. 
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tropicalis foram mais produtores de biomassa total em superfície de poliestireno 

comparativamente aos isolados sanguíneos de C. Parapsilosis (Tabela 3).  

 
 

Tabela 3. Produção de Biofilme por Biomassa total de isolados sanguíneos de Candida 
tropicalis e Candida parapsilosis stricto sensu. 
 
 

                                                                                     Produção de Biofilme 

 
Espécies de Candida               
 Alta                  Média              Baixa  

     
 
Candida parapsilosis 1 (7,69%)           3 (23,07%)      9 (69,23%) 

   

Candida tropicalis                    8 (61,53%)         4 (30,76%)       1(7,69%)  

   

 

 

Com o objetivo de avaliar a atividade metabólica dos biofilmes 

(células viáveis)  foi utilizado o ensaio de redução do substrato XTT. As tabelas 

1 e 2 mostram a atividade metabólica de biofilmes maduros (72 horas) de C. 

parapsilosis e C. tropicalis, respectivamente.  

A quantidade de células sésseis viáveis foi variável para ambas 

espécies testadas.  Quanto a C. parapsilosis os valores de atividade metabólica 

variaram de 0,65±0,06 a 0,11±0,03 (Tabela 1). Já para isolados de C. tropicalis 

estes valores variaram de 0,72±0.19 a 0,17±0.01 (Tabela 2). A análise 

comparativa entre as duas espécies revelou que biofilme de C. tropicalis 

apresentou maior atividade metabólica em biofilme (células viáveis), com valor 

médio de D.O490nm de 0,405, comparativamente à C. parapsilosis com valor 

médio de D.O490nm de 0,295 (teste- t, p<0,05).  

A atividade metabólica dos biofilmes foi também ranqueadas 

com base nos valores de D.O490nm. Nesta análise, C. parapsilosis apresentou 

maior número de isolados fortemente produtores comparativamente a C. 

tropicalis, que apresentou maior número de isolados com atividade metabólica 

mediana (Tabela 4). O maior número de isolados com atividade metabólica baixa 

foi de C. parapsilosis. 
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Tabela 4. Produção de Biofilme por Células viáveis de isolados sanguíneos de Candida tropicalis 
e Candida parapsilosis stricto sensu. 
 
 

                                                                                     Produção de Biofilme 

 
Espécies de Candida               
 Alta                  Média              Baixa  

     
 
Candida parapsilosis 4 (30,76%)          2 (15,38%)      7 (53,8%) 

   

Candida tropicalis                    2 (15,38%)         8 (61,53%)       3 (23,07%)  

   

 
 
 
3.2 Avaliação dos tipos Celulares Presentes nos Biofilmes 

 

A avaliação dos tipos celulares nos biofilmes foi realizada por 

microscopia de luz e apresentada em porcentagem de formas filamentosas em 

relação ao número total de células. Como mostrado na Tabela 5, C. parapsilosis 

apresentou menor porcentagem de diferenciação em pseudo-hifas 

comparativamente as porcentagens de formas filamentosas observadas para os 

isolados de C. tropicalis. 

Quanto a C. parapsilosis, 62% dos isolados testados 

apresentaram dimorfismo, sendo que 24% destes apresentaram no máximo 1% 

de pseudo-hifas no biofilme e 38% apresentaram porcentagens de 1,1 a 3% de 

pseudo-hifas no biofilme. Já na análise dos isolados de C. tropicalis a maioria 

(92%) apresentou dimorfismo no biofilme. Destes, 31% apresentaram no 

máximo 1% de formas filamentosas (hifas e pseudo-hifas) no biofilme, 38% 

apresentaram porcentagens de 1,1 a 3% de formas filamentosas e 23% 

apresentaram porcentagens de 3,1 a 5% de formas filamentosas (Tabela 5).  

Os dados demonstram que isolados sanguíneos de C. tropicalis 

apresentaram capacidade de dimorfismo em biofilme sobre superfície de 

poliestireno significativamente superior (teste t p<0,05) aos de C. parapsilosis. 

 

 



53 

 

 

 

 

Tabela 5.  Porcentagem de diferenciação de formas filamentosas em biofilmes de isolados de 
Candida parapsilosis stricto sensu e Candida tropicalis. 
  

 
% de Formas Filamentosas 

 

 
 
Espécie 

 
Ausência  

 
 0 a 1,0 

   
1,1 a 3,0 

 
3,1 a 5,0 

 

 
C. parapsilosis stricto sensu 
(n=13) 

 
38,4%(n=5) 

 
46,1%(n=6) 

 
15,3%(n=2) 

 
0 
 

 
C. tropicalis (n=13) 

 
7,7%(n=1) 

 
30,7%(n=4) 

 
38%(n=5) 

 
23%(n=3) 

 

 

 

Além da avaliação da capacidade de morfogênese, foi avaliada 

a morfologia e arranjo das células sésseis na superfície de poliestireno de 

isolados ranqueados como fortemente e como medianamente produtores de 

biomassa total. O isolado 357.10 de C. parapsilosis caracterizado como 

fortemente produtor de biofilme apresentou biofilme com células de diferentes 

morfologias: ovais, alongadas e em tamanhos diferenciados, além da presença 

de pseudohifas. Já quanto ao isolado 44.10 caracterizado como menor produtor 

de biomassa total, o biofilme apresentou células exclusivamente blastoconidiais 

de tamanhos diversos (Figura 1).  

Quanto aos isolados de C. tropicalis, o isolado 268.10 

caracterizado como fortemente produtor de biomassa total apresentou grande 

densidade celular constituída por blastoconídeos de diferentes tamanhos e 

formas, além da presença abundante de pseudohifas e hifas. Já o isolado 63.10 

caracterizado como menor produtor de biomassa total, o biofilme foi constituído 

por células arredondadas e alongadas, e pouca quantidade de formas 

filamentosas (Figura 1).  

 



54 

 

 

 
 
 
Figura 1. Porcentagem de Formas Filamentosas em biofilmes de isolados sanguíneos de 
Candida parapsilosis stricto sensu (44.10 e 357.10) e de Candida tropicalis (63.10 e 268.10). 
 

  

 

3.3 Produção de Biofilme e Avaliação dos Tipos Celulares em Presença de  

Diferentes Carboidratos 

 

A produção de biomassa total pelos isolados de C. parapsilosis 

e C. tropicalis em meio RPMI suplementado com diferentes carboidratos não foi 

significativamente diferente (p>0,05).  

Em meio RPMI sem suplementação, a análise comparativa da 

formação de biofilme pelas duas espécies analisadas revelou diferença 

significativa na formação de biofilme onde C. tropicalis apresentou maior 

biomassa comparativamente a C. parapsilosis (teste-t p<0,05).  

A diferenciação em formas filamentosas entre células sésseis do 

biofilme após cultivo em diferentes carboidratos também foi analisada. A maior 

diferenciação em pseudohifas pelos isolados de C. parapsilosis foi observada 

em suplementação com maltose (1 e 2%), e sacarose (1%). Dados semelhantes 

foram obtidos para C. tropicalis onde as maiores porcentagens de células 

filamentosas foram observadas em presença de maltose (1 e 2%) e sacarose (1 

e 2%) (Figura 2). 

Isolados 
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A análise comparativa da diferenciação em formas filamentosas 

presentes nos biofilmes entre as duas espécies revelou que os isolados de C. 

tropicalis apresentaram maior diferenciação comparativamente aos isolados de 

C. parapsilosis, em 77% dos meios de cultivo testados, não diferenciando 

estatisticamente somente no meio de cultivo com suplementação com galactose 

(teste-t p<0.05) (Tabela 2). 

 

 

* Diferenças significativas na quantidade de formas filamentosas entre as espécies (Teste-t 
p<0,05). 
 

 
Figura 2. Porcentagem de formas filamentosas em biofilmes de C. parapsilosis stricto sensu e 
C. tropicalis sob diferentes condições de cultivo.  

 

 

3.4 Produção de Proteases Ácidas Secretadas (Saps) por Células Livres e 

por Células de Biofilme 

 

Todos os isolados sanguíneos analisados produziram Saps nas 

condições testadas. Destes, 4 isolados (65.10 e 357.10 de C. parapsilosis; 

291.11 e 394.11 de C. tropicalis) apresentaram diferença significativa quanto a 

produção de protease por células livres e células de biofilme (teste- t p<0.05). 
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Destes, para 3 isolados (65.10, 357.10 e 394.11) a produção de Saps foi 

significativamente superior a partir de células de biofilme comparativamente a de 

células livres. Já, para o isolado 291.11 de C. tropicalis a maior produção de 

Saps ocorreu a partir de células livre comparativamente a de células de biofilme 

(Tabela 6).  

Análise comparativa entre as duas espécies quanto a produção 

de Saps revelou ausencia de diferenças significativas, tanto a partir de células 

livres quanto de células de biofilme. 

 

 
Tabela 6. Produção de protease ácida secretada por células livres e células de biofilme de 
isolados sanguíneos de Candida parapsilosis stricto sensu e Candida tropicalis. 
 
 
   Isolado Atividade Proteolítica (U/ml) 

 
  

Células Livres 
 

Células Biofilme 

 
C. parapsilosis stricto sensu 
 

  

65.10 0.16±0.169* 1.0±0.12* 
357.10 0.13±0.12* 0.43±0.16* 
122.11 0.21±0.18 0.1±0.14 
117.11 0.33±0.26 0.4±0.21 

 
C.tropicalis   

268.10 0.1±0.08 0.4±0.29 
291.11 0.76±0.124* 0.16±0.09* 
239.10 0.63±0.04 0.6±0.21 
394.11 0.16±0.169* 0.56±0.09* 
   

* Isolados com diferença estatisticamente significativas (Teste-t p<0,05). 

 

 

3.5 Produção de Fator Hemolítico por Células Livres e por Células de 

Biofilme 

 

A produção de fator hemolítico por células livres e por células de 

biofilme de isolados sanguíneos de C. parapsilosis stricto sensu e C. tropicalis 

estão apresentados nas Figuras 3 e 4, respectivamente.  

Quanto a C. parapsilosis, nenhum isolado apresentou atividade 

hemolítica a partir de células livres, após cultivo em meio Sabouraud. Já, para 

células obtidas de biofilme, a atividade hemolítica foi observada no cultivo do 
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isolado 65.10. Diferentemente, os cultivos em meio RPMI resultou em atividade 

hemolítica para todos os isolados, tanto a partir de células livres como de células 

de biofilme. Dos isolados analisados, apenas o isolado 122.11 apresentou 

diferença significativa (teste-t p<0.05) entre células livres e de biofilme na 

promoção de hemólise, sendo a maior hemólise observada  a partir de células 

livres (Figura 3). 

 

 

* Isolados estatisticamente diferentes em relação a produção de biofilme (Teste-t p<0.05). 
 
Figura 3. Produção de fator hemolítico por células livres e de biofilme de isolados sanguíneos 
de Candida parapsilosis stricto sensu sob meios de cultivo distintos. 
 

 

Já para C. tropicalis foi observada a produção de fator hemolítico 

por todos os isolados nos dois meios de cultivo testados, com exceção de células 

de biofilme do isolado 394.11 em meio Sabouraud (Figura 4). Em meio 

Sabouraud, diferença significativa na hemólise entre células livres e de biofilme 

foi observada somente para o isolado 291.11, sendo a maior hemólise promovida 

por células livres (teste-t p<0.05). 

Já, no meio RPMI, todos os isolados produziram fator hemolítico 

a partir de células livres e de biofilme. Do total de isolados, 3 apresentaram 
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atividade hemolítica significativamente superior (teste-t p<0.05) a partir de 

células livres comparativamente a de células de biofilme. Somente o isolado 

268.10 apresentou maior produção de fator hemolítico a partir de células de 

biofilme comparativamente a de células livres (Figura 4). 

Há de se destacar a influência do meio de cultivo na produção 

do fator hemolítico, sendo que cultivo em meio RPMI resultou em atividade 

hemolítica significativamente superior a observada no meio Sabouraud (teste-t 

p<0.05). 

 

 

 

* Isolados estatisticamente diferentes em relação a produção de biofilme (Teste-t p<0.05). 
 
 
Figura 4. Produção de fator hemolítico por células livres e de biofilme de isolados sanguíneos 
de C.andida tropicalis sob meios de cultivo distintos. 
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4. DISCUSSÃO 

 

Vários delineamentos experimentais têm sido utilizados para 

caracterizar as propriedades de biofilmes de Candida formados in vitro. Quanto 

a C. parapsilosis e C. tropicalis, ainda são escassos os estudos acerca de 

protocolos padronizados para uma melhor avaliação de formação de biofilme.  

Com objetivo de uma melhor reprodução de análise de formação 

de biofilme por C. parapsilosis e C. tropicalis foram realizadas modificações na 

tentativa de definir um  melhor protocolo. A mensuração da biomassa total pelo 

emprego de cristal violeta foi realizada de acordo com Silva e colaboradores 

(2009) com algumas modificações, incluindo mudança do meio empregado no 

subcultivo sendo o meio Sabouraud substituído pelo meio RPMI suplementado 

com 2% de glicose; e o estabelecimento de pH 7,0 para o cultivo.  Observou-se 

que o subcultivo em RPMI resultou em maior eficiência na aderência celular e 

produção mais abundante de biofilme (dados não mostrados). Dado semelhante 

foi descrito por Estivill e colaboradores (2011) em que foi observado um maior 

produção de biofilme por isolados de C. parapsilosis em diferentes materiais, 

devido a suplementação de glicose no meio de cultivo.  

No presente estudo, além de alterações no meio de cultura, o 

cultivo de C. tropicalis e C. parapsilosis stricto sensu foi realizado a 37°C e em 

condição estática. Com isso, foi possível proporcionar uma melhor aderência da 

levedura a superfície de poliestireno (dados não mostrados). Thein et al. (2007) 

descreveram que a formação de biofilme por C. albicans, C. parapsilosis e C. 

tropicalis, em condições estáticas foi significativamente superior 

comparativamente a cultivo sob agitação. Além disso, o desenvolvimento de 

biofilme em temperatura próxima a corporal contribui para análises referentes ao 

potencial patogênico em humanos, proporcionando aos isolados um aumento na 

filamentação, obtendo com isso, maior capacidade de aderência e formação do 

biofilme (LADERO et al., 2013).  

A análise comparativa da formação de biofilme por biomassa 

total de isolados hematogênicos de C. tropicalis e C. parapsilosis stricto sensu 

realizada neste estudo revelou que os isolados de C. tropicalis são mais 

produtores de biofilme em comparação aos isolados de C. parapsilosis. Estes 

dados são semelhantes aos obtidos por Shin e colaboradores (2002) embora 
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tenham empregado metodologia distinta da utilizada em nosso estudo. Estes 

autores avaliaram a produção de biofilme por espécies de Candida não-albicans, 

sendo que os isolados de C. tropicalis foram os maiores produtores, seguido de 

isolados de C. parapsilosis.  

Já, no ranqueamento realizado para a análise da formação de 

biofilme pela mensuração de células viáveis, C. parapsilosis apresentou mais 

isolados altamente produtores de biofilme comparativamente a C. tropicalis (4 

versus 2). No entanto, a maioria dos isolados de C. parapsilosis foi caracterizada 

como pouco produtores de biofilme. Em estudo realizado por Pannanusorn e 

colaboradores (2013) biofilmes de C. tropicalis também apresentaram maior 

atividade metabólica comparativamente aos de C. parapsilosis. 

Sendo assim, neste estudo, a atividade metabólica (células 

viáveis) de biofilmes de isolados de C. parapsilosis e C. tropicalis foi variável, 

sugerindo que a produção de biofilme sobre poliestireno parece ser uma 

característica dependente do isolado, como sugerido por outros autores (KUHN 

et al., 2002; LATIFF et al., 2010; SILVA et al., 2010; PANNANUSORN et al., 

2013). 

Esta diferença nas análises realizadas da produção de biofilme, 

das duas espécies pode sugerir a importância em realizar metodologias distintas 

a fim de mensurar a produção de biofilme por espécies de Candida. Segundo a 

literatura, a coloração por cristal violeta pode influenciar a quantificação de 

biomassa total,  devido ao fato de que o corante pode corar toda a estrutura do 

biofilme, incluindo além de células sésseis, a matriz exopolimérica, que também 

retém o corante. Outro fator que pode estar associado a determinação de 

biomassa total é o tamanho das células do biofilme e a quantidade de formas 

filamentosas (SILVA et al., 2010). Assim, métodos alternativos, em adição ao de 

determinação da atividade metabólica, realizada por XTT, são propostos para 

fins de comparação de produção de biofilme por diferentes espécies de Candida 

(HENRIQUES et al., 2005). 

Em relação a morfologia das células constituintes dos biofilmes, 

as análises realizadas indicaram diferenças entre as duas espécies. O isolado 

de C. tropicalis caracterizado como fortemente produtor de biofilme apresentou 

células de tamanhos variados e maior diferenciação em formas filamentosas 

comparativamente ao observado para C. parapsilosis. Quanto a C. parapsilosis, 
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o isolado que apresentou maior biomassa total exibiu biofilme constituído 

principalmente por aglomerados de blastoconídeos de tamanhos variados, 

principalmente alongadas e com a presença de pseudohifas. Por outro lado, o 

isolado fracamente produtor de biofilme apresentou reduzida quantidade de 

blastoconídeos e ausência de filamentação. Corroborando com dados deste 

estudo, Silva e colaboradores (2009) demonstram por microscopia de varredura 

uma grande quantidade de hifas em biofilmes de C. tropicalis. Já os biofilmes de 

C. parapsilosis foram classificados como uma “rede densa” de células de 

morfologias variadas, e alguns isolados com presença de pseudohifas. 

No nosso estudo, os isolados de C. parapsilosis apresentaram 

menor diferenciação em formas filamentosas em comparação com os isolados 

de C. tropicalis. Ladero e colaboradores (2013) correlacionaram a produção 

abundante de biofilme por C. tropicalis devido à alta filamentação, evidenciando 

com isso, a importância da capacidade de dimorfismo na aderência das células 

e formação do biofilme. A presença de formas filamentosas, mais 

particularmente de hifas, tem importância na integridade estrutural dos biofilmes, 

sendo que a morfogênese ocorre em resposta a estímulos ambientais distintos.  

Outra análise realizada em nosso estudo compreendeu a 

avaliação do possível efeito de diferentes carboidratos na produção de biofilme 

por C. parapsilosis e C. tropicalis devido ao fato de que patógenos clinicamente 

importantes podem se estabelecer em ambientes que estão em constante 

mudança de fluídos. Os dados revelaram que os carboidratos testados (glicose, 

galactose, maltose e sacarose) não afetaram o desenvolvimento de biofilmes 

para nenhuma das espécies testadas.  

No entanto, a resposta de C. parapsilosis e C. tropicalis à 

presença de diferentes carboidratos como fonte de carbono na formação de 

biofilme é relevante para a compreensão do potencial de virulência destas 

leveduras. Ene e cols (2012) analisaram os efeitos de diferentes fontes de 

carbono na estrutura celular de C. albicans. A arquitetura, bioquímica e 

propriedades biofísicas da parede celular destas leveduras foram fortemente 

influenciadas, resultando em diferenças na adesão, adaptação ao estresse e 

resistência a antimicrobianos. 

No presente estudo, a avaliação da capacidade de dimorfismo em 

células constituintes dos biofilmes em presença dos diferentes carboidratos 
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revelou que a maioria dos carboidratos testados promoveu a diferenciação em 

formas filamentosas comparativamente ao obtido no meio RPMI sem 

suplementação, principalmente em C. tropicalis.  

Além da produção de biofilme, outros fatores de virulência são 

essencias para o desencadeamento de infecções por espécies de Candida. A 

secreção de proteases ácidas (Saps) têm sido associada com a virulência de C. 

parapsilosis e C. tropicalis por contribuir com a aderência das células a diferentes 

substratos (ZAUGG et al., 2001; NAGLIK et al., 2003; D´EÇA JUNIOR  et al., 

2011).  

A análise da secreção de enzimas hidrolíticas, em particular 

proteases, por células de biofilme de isolados hematogênicos de C. parapsilosis 

e C. tropicalis ainda não foi relatada na literatura.  

Quanto a C. parapsilosis, observou-se que para os isolados 

ranqueados como altamente e medianamente produtores de biofilme, a 

produção de Saps por células de biofilme foi significativamente superior a de 

células livres, sugerindo a ocorrência de associação entre esses fatores de 

virulência. Este fato pode ser devido ao papel das proteases na aderência de 

células de C. parapsilosis, sendo esta a primeira etapa no desenvolvimento de 

biofilme. Para C. albicans as proteases apresentam papel fundamental na 

aderência e invasão de tecido epitelial (MONOD & BORG-VON, 2002). Silva et 

al. (2009) descreveram que a expressão de genes codificadores de Saps foi 

variável entre isolados clínicos de C. parapsilosis quando em contato com tecido 

humano oral reconstituído (RHOE).   

Nos dados obtidos em nosso estudo quanto aos isolados de C. 

tropicalis, esta associação foi observada somente um isolado. A produção de 

protease foi  variada, onde um isolado altamente produtor e outro isolado de 

baixa produção de biomassa total apresentaram valores superiores a de células 

de biofilme comparativamente a células livres. E os outros dois isolados 

analisados demonstraram maior produção de protease em células livres em 

comparação com as de biofilme. 

Neste estudo, não foi observada diferença significativa entre C. 

parapsilosis e C. tropicalis quanto a produção de Saps. Diferentemente, D´eça  

et al. (2011) descreveram que os isolados de C. parapsilosis foram mais 



63 

 

 

produtores de Saps comparativamente a outras espécies de Candida, incluindo 

C. glabrata, C. tropicalis e C. albicans.  

Outra possível característica associada a virulência de Candida 

spp compreende a produção de fator hemolítico. Foi possível verificar que a 

atividade hemolítica não foi dependente da capacidade de formação de biofilme, 

além do fato de que o meio de cultivo influenciou significativamente a capacidade 

hemolítica.  Neste estudo, isolados sanguíneos de C. tropicalis apresentaram 

maior atividade hemolítica comparativamente aos isolados de C. parapsilosis, 

corroborando com dados da literatura (FRANÇA et al., 2010; FAVERO et al., 

2014). 
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FORMAÇÃO DE BIOFILME POR ISOLADOS SANGUÍNEOS DE 

Candida parapsilosis stricto sensu EM PRESENÇA DE SOLUÇÕES 

HIPERGLICÍDICAS EM CONCENTRAÇÕES EQUIVALENTES A DE 

NUTRIÇÃO PARENTERAL TOTAL 
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RESUMO 
 
A utilização de dispositivos médicos e a administração de nutrição parenteral 
total (NPT) por meio de cateteres aumentam os riscos de infecções nosocomiais 
da corrente sanguínea. C. parapsilosis tem sido frequente em candidíases e a 
produção de biofilme é apontada como um fator de virulência potencial desta 
espécie, sendo responsável por fungemias relacionadas a cateter em pacientes 
submetidos a NPT. C. parapsilosis se multiplica em concentrações elevadas de 
glicose e formam biofilme em materiais protéticos podendo ter acesso a corrente 
sanguínea e estabelecer infecção. Diante disso, o objetivo do presente trabalho 
foi avaliar a formação de biofilme e diferenciação em formas filamentosas por 
isolados sanguíneos de C. parapsilosis stricto sensu em meio Sabouraud 
suplementado com glicose em proporção equivalente a apresentada nas 
soluções de nutrição parenteral (5, 15, 25 e 30%). A formação de biofilme, 
baseada em biomassa total, foi verificada por espectrofotometria da densidade 
óptica após coloração com cristal violeta a 1%. A avaliação dos tipos celulares 
presentes nos biofilmes foi realizada por microscopia de luz. A produção de 
biofilme pelos isolados sanguíneos de C. parapsilosis stricto sensu foi superior 
em presença de 30 e 25% de glicose comparativamente as demais 
concentrações testadas; sendo que os menores valores de biomassa total foram 
observados em presença de 15% de glicose para a maioria dos isolados. Quanto 
a morfologia de células do biofilme, dos seis isolados analisados, 67% 
apresentou aumento significativo de formas filamentosas em presença de 30% 
de glicose comparativamente ao observado no cultivo sem suplementação. 
Estes dados sugerem que a capacidade de isolados de Candida parapsilosis em 
produzir biofilmes em meio Sabouraud contendo glicose pode refletir seu 
potencial patogênico em causar fungemia relacionada a cateteres venosos 
centrais em pacientes submetidos a nutrição parenteral total.  
 
 
Palavras-chaves: Candida parapsilosis stricto sensu, filamentação, Biofilme, 
glicose. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A utilização de cateteres para acesso vascular tornou-se de uso 

frequente na medicina moderna. Estes dispositivos estão associados a um 

grande número de complicações, dentre as quais as infecções tem sido 

predominantes (revisado por CRUMP & COLLIGNON, 2000). 

Infecções fúngicas nosocomiais têm aumentado em incidência 

nas últimas décadas ocasionando altos índices de mortalidade. Espécies do 

gênero Candida têm sido os agentes fúngicos mais comumente isolados, 

tornando um problema crescente de saúde pública em muitos países 

(GUDLAUGSON et al., 2003). 

No Brasil, Candida parapsilosis é responsável por 20-30% dos 

episódios de candidemia, com prevalência similar entre populações adulta e 

pediátrica (BRITO et al., 2006). Recentemente, em estudo realizado no Hospital 

Universitário da Universidade Estadual de Londrina foi observado que C. 

parapsilosis foi a terceira espécie mais isolada de infecções hematogênicas, 

correspondendo a 22% dos isolados obtidos (COSTA et al., 2014).  

C. parapsilosis é comensal da microbiota dos seres humanos e 

a sua capacidade de formar biofilmes em soluções com altas concentrações de 

glicose e adesão a materiais protéticos, como cateteres, faz com que esta 

levedura seja de grande importância em casos de candidemia associada a 

hiperalimentação parenteral e dispositivos intravasculares (SHIN et al., 2002; 

CLARK et al., 2004). As soluções de nutrição parenteral total são consideradas 

um rico e seletivo meio de crescimento para espécies de Candida (PFALLER et 

al., 2001; WISPLINGHOFF et al., 2004; BANTON, 2006) 

A nutrição parenteral total (NPT) é uma terapia nutricional, bem 

estabelecida, que permite a alimentação intravenosa de pacientes críticos 

quando a via enteral não é possível (GOLDMANN & PIER, 1993). É bastante 

utilizada nos ambientes hospitalares, sendo infundida através de um cateter 

venoso central e normalmente consiste de uma solução de aminoácidos, glicose, 

lipídeos, vitaminas e minerais (WILMER & VAN DEN BERGHE, 2008). 

Almirante e cols (2006) relataram a forte influência da 

administração de nutrição parenteral sobre o crescimento de C. parapsilosis e 

posteriormente o estabelecimento de infecção sanguínea.  
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A formação de biofilme é um importante fator de virulência 

aumentando do potencial patogênico da levedura.  Após a colonização, os micro-

organismos podem se disseminar do biofilme e iniciar uma infecção aguda e 

disseminada.   

Desta forma, a avaliação do papel de soluções hiperglicídicas na 

formação de biofilme por C. parapsilosis nas torna-se relevante, permitindo 

acrescentar informações acerca da sua patogenicidade. 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1 Materiais Biológicos 
 

Foram avaliados 13 isolados de amostras sanguíneas de C. 

parapsilosis stricto sensu provenientes de pacientes atendidos no Hospital 

Universitário da Universidade Estadual de Londrina-PR, no período de 2010 e 

2011 (COSTA et al., 2014). Estes isolados foram armazenados em meio 

Sabouraud com glicerol 20% a -20°C.  

 
 
2.2 Determinação da Biomassa Total  

 

A obtenção dos biofilmes foi realizada de acordo com Silva et al. 

(2009) e Pierce et al. (2008), com modificações. 

Para o preparo dos inóculos, os isolados foram previamente 

cultivados em ágar Sabouraud dextrose por 48h a 37°C. Em seguida, uma fração 

de células foi subcultivada em caldo Sabouraud (4% glicose, 1% peptona, 0,25% 

extrato de levedura), suplementado com glicose (5, 15, 25 ou 30%), por 18h a 

37°C sob agitação de 120 rpm. Posteriormente, foi realizado o ajuste de 

concentração celular para 1x108céls/mL de caldo Sabouraud nas diferentes 

concentrações de glicose. Volumes de 200µL desta suspensão foram 

transferidos para poços de fundo reto da microplaca de poliestireno, seguido de 

incubação por 24h a 37°C, em condição estática. Em seguida, 100µL do meio 

de cultivo foi removido e a mesma quantidade do mesmo meio fresco foi 

adicionada aos poços, seguido de incubação por mais 48h nas mesmas 

condições.   
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Após este período, os poços da microplaca foram lavados duas 

vezes com tampão PBS para a remoção das células não aderentes. Para a 

mensuração da biomassa total, foi realizada coloração com cristal violeta como 

descrito por Silva et al. (2009). As células aderidas após a lavagem com PBS 

foram fixadas com 200µL de metanol por 15 minutos e coradas com 200µL de 

solução de cristal violeta a 1% por 5 minutos, e os poços lavados com tampão 

PBS. Para a liberação do corante e posterior leitura, foram adicionados 200 µL 

de ácido acético (33%) e a absorbância da solução lida em leitor de Elisa (Bio-

Tek L 808) em 600nm. 

Na análise da produção de biofilme por cada isolado foi realizado 

um ranqueamento determinado de acordo com os dados obtidos nas triplicatas, 

de conjuntos independentes do experimento. A produção de biofilme de cada 

isolado foi classificada como: Baixa produção (DO600 ≤2.0), média produção 

(DO600 2.1 - 3.0) e alta produção (DO600 >2.0).  

 

2.3 Avaliação dos Tipos Celulares Presentes nos Biofilmes   

 

Foram utilizados seis isolados sanguíneos de C. parapsilosis, 

escolhidos aleatoriamente. Após a formação do biofilme conforme descrito no 

item 2.2, os poços da microplaca foram lavados com tampão PBS para a 

remoção das células não aderentes. Em seguida, foram adicionados 200µL do 

mesmo tampão e realizada a remoção de células do biofilme com auxílio de 

ponteira de micropipeta estéril. Uma alíquota de 10µL de cada solução de PBS 

com as células do biofilme foi utilizada para determinação da capacidade de 

diferenciação celular em pseudohifas. Essa avaliação foi realizada em triplicata, 

por microscopia de luz com auxílio da Câmara de Neubauer, avaliando a 

morfologia celular de 1.000 células por isolado.  Os dados foram expressos em 

termos de porcentagem de formas filamentosas em relação às leveduras totais. 

 

2.4 Análise Estatística 

 

Para a análise da formação de biofilme e morfogênese nos 

diferentes meios de cultivo foi empregado os testes, teste- t de Tukey. 
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3. RESULTADOS 

 

Neste estudo foi avaliada a biomassa total de isolados 

sanguíneos de C. parapsilosis stricto sensu após cultivo em presença de 

concentrações de glicose equivalentes às de soluções de nutrição parenteral 

total. 

Todos os isolados formaram biofilme em todos os meios de 

cultivo testados, no entanto, em cultivos suplementados com 25 e 30% de glicose 

ocorreram os maiores valores de biomassa total comparativamente aos dos 

demais meios testados. Como observado na Figura 1, a produção de biofilme foi 

significativamente superior em presença de 30% de glicose comparativamente 

ao biofilme produzido em presença de 5 e 15% e em Sabouraud sem 

suplementação. A biomassa total produzida em presença de 25% de glicose 

diferiu somente da biomassa produzida em 15% (Teste-t Tukey). 

 
*Letras diferentes indicam diferença estatística significativa em relação ao crescimento de 
biofilme nas diferentes suplementações (p<0,05, Teste-t Tukey). 
 
Figura 1.  Produção de biofilme por isolados sanguíneos de C. parapsilosis stricto sensu em 
presença de diferentes concentrações de glicose. 
 

 

Quando os isolados foram avaliados individualmente, observou-

se que a maioria (69%; n=9) apresentou maior valor de biomassa total em 

suplementação com glicose a 30% comparativamente ao observado em 

Sabouraud sem suplementação. No entanto, apenas 1 isolado (185.11) 
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apresentou biomassa total significativamente inferior no meio sem 

suplementação (Friedman p<0.05). Em meios suplementados com 15% de 

glicose foram observados os menores valores de biomassa total para a maioria 

dos isolados (77%) e somente 2 isolados apresentaram menor produção de 

biofilme em 5% de glicose. 

Dos 13 isolados analisados, apenas 2 (471.10 e 390.10) não 

apresentaram diferenças significativas na formação de biofilme após cultivo nas 

diferentes concentrações de glicose (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Formação de biofilme (biomassa total) por isolados sanguíneos de C. parapsilosis 
stricto sensu após cultivo em meio Sabouraud e Sabouraud suplementado com diferentes 
concentrações de glicose. 

 

Isolados                      Meio de Cultivo 
 

 

  
Sabouraud 

Sabouraud 
+ 5% 

Glicose 

Sabouraud 
+ 15% 
Glicose 

Sabouraud 
+ 25% 
Glicose 

Sabouraud 
+ 30% 
Glicose 

 

 
44.10 

     

 
65.10 

     

 
471.10 

     

 
551.10 

     

 
122.11 

     

 
230.11 

     

 
450.11 

     

 
262.10 

     

 
275.10 

     

 
357.10 

     

 
390.10 

     

 
117.11 

     

 
185.11 

     

 

        : Produção de Biofilme significativamente inferior pelo respectivo isolado 
 
        : Produção de Biofilme significativamente superior pelo respectivo isolado 
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Quanto ao potencial de diferenciação em pseudohifas nos 

diferentes meios testados, nossos dados revelaram que a diferenciação foi 

dependente da concentração de glicose presente no meio de cultivo (Figura 2). 

Dos isolados analisados, apenas dois (471.10 e 262.10) não apresentaram 

pseudohifas em seus biofilmes. Os demais isolados apresentaram pseudohifas, 

sendo a concentração em 30% de glicose a que mais promoveu o dimorfismo 

celular (Figura 2). O isolado 275.10 apresentou diferenciação em pseudo-hifas 

somente em meio de cultivo suplementado com 30% de glicose. 

A diferenciação em pseudo-hifas foi significativamente superior 

após cultivo em presença de 30% de glicose comparativamente a diferenciação 

obtida em 5% de suplementação para o isolado 65.10. Já quanto ao isolado 

357.10, a diferenciação em pseudo-hifas foi significativamente superior em 

presença de 30% de glicose comparativamente a diferenciação observada em 

meio Sabouraud e em presença de 25% de glicose. Os isolados 450.11 e 275.10 

não apresentaram diferenças nas porcentagens de filamentação em função das 

suplementações com diferentes concentrações de glicose (Figura 2). 

A partir de células presentes no biofilme em superfície de 

poliestireno foi possível observar células pequenas e arredondadas (dados não 

mostrados) em meio de cultivo sem suplementação com glicose. Já em 

suplementação com 30% de glicose foram observadas células maiores e em 

maior quantidade, além disso, apresentaram formatos diferenciados: ovais, 

arredondadas e alongadas, além da presença abundante de pseudohifas. 
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*Produção de Pseudohifa estatisticamente diferentes em relação aos meios de cultivo distintos 
(Teste-t de Tukey p<0,05). 
 
 
Figura 2. Porcentagem de formas filamentosas presentes em biofilmes de C. parapsilosis stricto 
sensu em diferentes concentrações de glicose. 

 

 

4. DISCUSSÃO  

 

As espécies de Candida são a segunda causa mais comum de 

infecções relacionadas ao uso de dispositivos médicos, sendo estas 

consideradas de alta mortalidade, alcançando o patamar de 50% em pacientes 

internados em unidades de terapia intensiva (EDMOND et al., 1999; KOJIC & 

DAROUICHE, 2004; MORGAN et al., 2005; PFALLER & DIEKEMA, 2007; 

BASSETTI et al., 2007). Dentre as espécies de Candida não-albicans, C. 

parapsilosis é amplamente reconhecida como principal responsável por casos 

de fungemia em pacientes hospitalizados. Isso se deve, em parte, pela 

capacidade de C. parapsilosis formar biofilme em soluções com altas 

concentrações de glicose.  

No nosso estudo, pioneiro na demonstração de desenvolvimento 

de biofilme por isolados hematogênicos de C. parapsilosis em diferentes 

concentrações de glicose, foi possível verificar um melhor desenvolvimento de 
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biofilme em meios de cultivo suplementados com glicose, principalmente em 

altas concentrações (25 e 30%). 

 A suplementação dos meios de cultivo utilizados neste estudo 

foram realizados com propósito de se tornarem equivalentes ao encontrado em 

cateteres na administração de NPT.  Além disso, o meio de cultura Sabouraud 

foi escolhido a fim de contribuir para esta equivalência, por ser um meio rico em 

proteínas e minerais. A NPT é rica em aminoácidos, vitaminas, minerais, 

lipídeos, oligoelementos e principalmente glicose, com finalidade de atender às 

necessidades energéticas e protéicas de pacientes.  

Nas soluções de NPT, os glicídios administrados podem ser 

soluções de glicose, frutose e xilitol, mas em geral é utilizado apenas glicose, a 

qual é aplicada como fonte calórica exclusiva sendo útil no suprimento da 

necessidade calórica diária pelo paciente. Este carboidrato é aplicado nas 

formas de dextrose a 25, 50 ou 70%, e a concentração máxima final que pode 

ser administrada por via central é de 35% (KNOBEL, 2006; METHENY, 1996). 

Em um estudo de coorte, Blumberg e cols (2001) analisaram o 

papel da nutrição parenteral em casos de candidemia. Segundo estes autores o 

risco atribuível foi 3,6 maior para os pacientes submetidos a NPT do que os não 

submetidos a este tratamento. Em outro estudo, Clark e colaboradores (2004) 

identificaram 22 casos de infecção da corrente sanguínea por C. parapsilosis, 

sendo que dentre os fatores de risco associados destacarm-se a internação em 

unidade de terapia intensiva e recebimento de NPT. 

Além da importância do papel da glicose no crescimento do 

biofilme, também podemos observar em nosso estudo a influência da glicose na 

diferenciação celular em pseudohifas. 

A capacidade de dimorfismo apresentado por espécies de 

Candida tem um papel fundamental para um bom desenvolvimento de biofilme, 

além disso, as estruturas de pseudohifas ou hifas verdadeiras contribuem para 

a virulência da levedura, facilitando a adesão e invasão dos tecidos (HAWSER 

& DOUGLAS, 1994; KOJIC & DAROUICHE, 2004). 

Corroborando com nosso estudo, acerca do aumento da 

produção de formas filamentosas em altas concentrações de glicose, Swindell e 

cols (2009) demonstraram a influencia de soluções hiperlipídicas e 

hiperglicídicas no desenvolvimento de biofilmes por C. albicans. O efeito desta 
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suplementação afetou desde o crescimento, até a arquitetura e morfologia das 

células presentes no biofilme, resultando em aumento no número de hifas em 

comparação com o biofilme formado em meio de cultivo sem suplementação. 

Segundo a literatura, biofilme de C. parapsilosis tem arquitetura 

pouco estruturada e é constituído quase que exclusivamente por blastoconídeos 

agregados; além de ser altamente isolado- dependente (KUHN et al., 2002; 

SILVA et al., 2009). Em nosso estudo, o papel de diferentes concentrações no 

desenvolvimento de biofilme e promoção de diferenciação também foi isolado 

dependente, embora em presença de altas concentrações de glicose estas 

característivas foram mais pronunciadas. 
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CONCLUSÕES 
 

- Isolados sanguíneos de C. tropicalis possuem maior capacidade de produção 

de biofilme (biomassa total e células viáveis) e dimorfismo comparativamente a 

isolados de C. parapsilosis stricto sensu; 

- A produção de biofilme por isolados sanguíneos de C. tropicalis e C. 

parapsilosis stricto sensu parece ser isolado dependente; 

- A suplementação de carboidratos, em particular dissacarídeos, influenciam o 

desenvolvimento de biofilmes de C. parapsilosis stricto sensu e C. tropicalis 

favorecendo a diferenciação em formas filamentosas; 

- A suplementação de carboidratos promoveu dimorfismo em formas 

filamentosas em C. tropicalis  e C. parapsilosis stricto sensu; 

- A formação de biofilme parece estar associada a produção de proteases ácidas 

secretadas em C. parapsilosis stricto sensu, mas não em C. tropicalis; 

- O meio de cultivo influencia a produção de fator hemolítico por C. tropicalis e 

C. parapsilosis stricto sensu; 

- A presença de glicose em concentrações equivalentes as administradas em 

nutrição parenteral total promove aumento de biomassa total e diferenciação em 

formas filamentosas por C. parapsilosis stricto sensu.  

 




