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Resumo:. Verificar a produção enzimática e a capacidade de aderência e formação de biofilme em isolados 
clínicos de Candida tropicalis. 14 isolados provenientes de amostras clínicas obtidas de um laboratório 
particular de São Luís- MA, foi realizada a identificação pelo sistema automatizado VITEK (bio Mérieux). Todos 
os isolados foram aderentes ao vidro e a maioria apresentou aderência moderada, 42,9% foram positivas para 
proteinases, 78,6% para fosfolipases, com Pz variando de 0,47 a 0,9. Todos os isolados apresentaram 
atividade hemolítica em meio sólido e sete isolados mostraram IH ≥ 2.0.  Os isolados de Candida tropicalis 
avaliados foram capazes de aderir a superfícies inertes com padrões distintos de organização celular, onde 
alguns destes tipos poderiam facilitar a formação de biofilmes por estas espécies, a propriedade de aderência 
não está diretamente relacionada ao sítio de infecção, mas provavelmente com fatores específicos destes 
microrganismos e com a resposta do hospedeiro. 
 
Palavras chaves: Candida tropicalis, adesão, virulência, exoenzimas  
 
 
 
Abstract: To verify the enzymatic production and the adhesion and biofilm formation capacity in clinical isolates 
of Candida tropicalis. 14 isolates from clinical specimens obtained from a private laboratory in São Luís, Brazil, 
were identified by automated VITEK (bio Mérieux). All the isolates were adherent to the glass and the majority 
presented moderate adherence, 42.9% were positive for proteinases, 78.6% for phospholipases, with Pz ranging 
from 0.47 to 0.9. All isolates showed hemolytic activity in solid medium and seven isolates showed HI ≥ 2.0. 
Candida tropicalis isolates were able to adhere to inert surfaces with distinct patterns of cellular organization, 
where some of these types could facilitate the formation of biofilms by these species, the adhesion property is 
not directly related to the site of infection, but probably with specific factors of these microorganisms and the 
response of the host. 
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Introdução 
 

O aumento da incidência das 
infecções fúngicas tem sido associada a 
pacientes com comprometimento do 
sistema imunológico1,2,3, Candida albicans 
é a espécie frequentemente isolada4,5,2,3. 
No entanto, outras espécies têm 
aumentado significativamente sua 
prevalência, dentre estas C. tropicalis6,3,7. 
As infecções por C. tropicalis são 
comumente associadas a malignidade, 
com alguns estudos relatando sua alta 
incidência entre pacientes com doenças 
hematológicas, como por exemplo, 
leucemia mieloide aguda8,9,10,11, sendo 
causa comum de infecção em unidades de 
terapia intensiva, é um problema particular 
em pacientes neutropênicos12,13,14. A 
mortalidade associada à candidemia por C. 
tropicalis nessas populações varia de 30 a 
70%, com as maiores taxas observadas 
entre os idosos8,9,15,11,16. 

Os principais fatores de virulência 
de Candida associados às infecções 
sanguíneas incluem produção de 
hemolisina, produção de proteinases e 
formação de biofilmes17,18,19.  A formação 
de biofilmes, embora presente em todas as 
espécies, difere significativamente entre 
elas, dependendo da superfície, por 
exemplo, e das suas características 
individuais. O biofilme de C. tropicalis 
corresponde a uma rede de leveduras, 
pseudo hifas e hifas20.A análise da 
propriedade de aderência das espécies de 
Candida e de seus fatores de virulência 
contribui para a compreensão do 
comportamento destas em um processo de 
infecção21,22.  

As fosfolipases estão relacionadas 
com o processo de ruptura da membrana 
das células do hospedeiro no momento da 
invasão25. Constituem um grupo 
heterogêneo de enzimas com capacidade 
para hidrolisar um ou mais ésteres ligados 
a glicerofosfolipídeos23, quando promovem 
a clivagem dos fosfolipídeos, ocorre a 

instabilidade da membrana, com 
subsequente lise celular25. Cada enzima 
age clivando um éster específico, em 
geral, encontradas na periferia das células 
de leveduras, sendo secretadas no 
ambiente externo, na forma de hifas 
concentram-se nas extremidades24.  

As proteinases clivam proteínas 
relacionadas com o mecanismo de defesa 
do hospedeiro. Podem facilitar a 
colonização, penetração e invasão de 
Candida spp., durante o processo de 
infecção SAPs promovem a digestão de 
proteínas, evasão das defesas por 
degradação de imunoglobulinas e 
proteínas do sistema complemento, 
aderência e degradação das barreiras do 
hospedeiro promovendo a inativação dos 
inibidores da protease sérica26,27.  

A atividade hemolítica corresponde 
a um fator de virulência de alguns 
microrganismos que torna possível o 
crescimento dos mesmos no hospedeiro 
pela utilização de proteínas ligadas ao 
ferro, leveduras do gênero Candida tem a 
capacidade de secretar um fator hemolítico 
conhecido como hemolisina, promovendo 
a liberação da hemoglobina, utilizada como 
fonte de ferro28. 

Estas exoenzimas bem como 
biofilmes são frequentemente estudados 
na espécie C. albicans que desempenham 
papel central na patogenicidade da 
espécie29. Assim, a produção e secreção 
dessas exoenzimas e capacidade de 
adesão e biofilmes de C. tropicalis é pouco 
conhecida. Por esta razão, o objetivo do 
presente trabalho foi verificar a produção 
enzimática e a capacidade de aderência e 
formação de biofilme em isolados clínicos 
de Candida tropicalis provenientes de 
diferentes sítios anatômicos. 

 
 

Material e Métodos 
 
Foram utilizados neste estudo um total de 
14 isolados de Candida tropicalis 
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provenientes de várias amostras clínicas 
de diferentes sítios anatômicos como 
secreções vaginais, urina, sangue, 
secreções traqueais e de ponta de 
cateteres, todas obtidas de um laboratório 
particular da cidade de São Luís – MA, 
gentilmente cedidas e depositadas no 
Laboratório de Micologia Médica da 
Universidade Ceuma e o isolado de 
referência C. albicans ATCC18804 
(American Type Culture Collection, 
Rockville, Md) foi utilizado em todos os 
experimentos como controle. Todos os 
isolados clínicos foram previamente 
identificados pelo sistema automatizado 
VITEK (BioMérieux), foram mantidas a -
20ºC em caldo BHI (Brain Heart Infusion- 
Acumedia Manufactures). 

 
 

Aderência em material inerte 
 

Para determinar a capacidade de 
adesão foi utilizado o protocolo de 
Menezes et al30. Resumidamente, foram 
utilizadas microplacas de poliestireno de 
24 poços (Zellkultur Test plate 24, Techno 
Plastic Products), contendo em cada poço 
uma lamínula redonda estéril de vidro 
(Glasscyto). Foram adicionados 40µl do 
inóculo padronizado a 106 UFC/mL mais 
960 µL de meio BHI e incubados a 37°C 
por 18 horas. Após incubação o meio foi 
removido e a microplaca foi lavada com 
água destilada estéril para remoção das 
células não aderentes. Foi adicionado 
cristal violeta a 1% às lamínulas por 5 
minutos, em seguida foram lavadas duas 
vezes com água estéril para remoção do 
excesso de corante e colocadas em 
lâminas para observação em microscopia 
de luz (NIKON Eclipse E100). A 
determinação da aderência foi realizada 
contando-se o número de leveduras 
aderidas. A classificação da capacidade de 
adesão das células em lamínulas foi 
realizada considerando a contagem de 
células aderidas por campo. Para cada 

lamínula do ensaio foi analisado um 
máximo de 70 campos. O número de 
células obtido foi dado como média de três 
experimentos realizados para cada 
isolado. A capacidade de adesão foi 
classificada como negativa quando menos 
que 1 (uma) célula estava aderida por 
campo, visualizados 70 (setenta) campos 
da lamínula; fraca quando entre 1 a 10 
(uma a dez) células aderidas por campo 
em 50 (cinquenta) campos observados; 
moderada quando mais de 10 (dez) células 
por campo aderidas em 30 (trinta) campos 
e forte quando igual ou maior que 25 (vinte 
e cinco) células aderidas por campo em 20 
(vinte) campos analisados.  

 
 

Formação de biofilme  
 

Para a formação de biofilme seguiu-
se o protocolo de Menezes et al30. 
Resumidamente, 20µl de suspensão 
celular na concentração de 106UFC/mL 
foram adicionados a microplacas de 96 
poços acrescidos de 180 µL de BHI 
suplementado com 6% de glicose, 
incubadas a 37°C por 24 horas. Após a 
incubação foi removido o conteúdo de 
cada poço, a microplaca foi lavada três 
vezes com água destilada estéril e foi 
acrescentado violeta cristal (1%). As 
microplacas foram novamente lavadas 
para remoção do excesso do corante e por 
fim foram adicionados 200 µL de água 
destilada a cada poço para leitura de 
absorbância a 450 nm em leitor de 
microplaca. Os valores de absorbância 
foram dados como média de três (03) 
experimentos para cada isolado e os 
dados foram expressos em porcentagem. 
A produção de biofilme foi classificada em 
negativa (% A < 5), fraco (+1; 5 ≤ % A < 
20), moderada (+2; 20 ≤ % A < 35), forte 
(+3; 35 ≤ % A < 50) e muito forte (+4; % A 
≥ 50).  
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Produção de exoenzimas 
 
O teste de hemolisina foi realizado 

de acordo com um protocolo de Luo et 
al.31, considerando algumas adaptações de 
Branco et al.32 Em resumo, inicialmente 7 
mL de sangue de carneiro desfibrinado foi 
centrifugado a 3000 rpms por 5 minutos e 
o sobrenadante foi descartado. Aos 
eritrócitos foram acrescentados 10mL de 
tampão fosfato-salina (PBS) e lavados três 
vezes por centrifugação. Os eritrócitos 
foram ressuspendidos em 5 mL de PBS 
em seguida adicionados a 100mL de SDA 
acrescido de cloranfenicol e 3% de glicose. 
Uma suspensão celular 1 x 106 células / ml 
e 10 μl foi inoculado, as placas foram 
incubadas a 37 ° C. Os diâmetros da 
colônia e o halo transparente foram 
medidos. A intensidade da hemólise foi 
obtida pela razão: colônia / halo + colônia. 
A classificação foi feita de acordo com o 
Índice Hemolítico (IH): positiva 
(1,00<IH<1,5); fortemente positiva 
(IH>1,5). 

A determinação da produção de 
proteinases foi realizada de acordo com 
Aoki et al.33 O meio teste consistiu de 
placas com Agar contendo albumina 
bovina de soro (BSA). Sessenta mililitros 
de uma solução contendo 0.04 
gMgSO4.7H2O, 0.5 g K2HPO4, 1 g NaCl, 
0.2 g de extrato de levedura, 4 g glicose e 
0.5 g BSA (Bovine Serum Albumin Fraction 
V, Sigma Chem Co., St. Louis, Mo., USA) 
foram preparados, e o pH ajustado para 
4.0. A solução foi esterilizada por filtração 
e então acrescentada a 140 ml de Agar 
fundido. A suspensão celular padronizada 
foi inoculada e as placas foram incubadas 
a 37 ºC por 7 dias. O valor da zona de 
precipitação (Pz) foi dado como a média 
dos diâmetros avaliados (colônia / halo + 
colônia), PZ foi classificada de acordo com 
Price et al.34, sendo Pz: muito forte ++++ 
(Pz≤0,69), forte +++ (Pz entre 0,70-0,79), 

média ++ (Pz entre 0,80-0,89) ou fraca + 
(Pz entre 0,90-0,99).  

A produção de fosfolipases dos 
isolados foi realizada de acordo com o 
método em placa com gema de ovo de 
Price et al.34. O meio teste consistiu de 
SDA contendo 1 M de cloreto de sódio, 
0.005 M de cloreto de cálcio e 2% de gema 
de ovo. Três microlitros da suspensão 
foram inoculados no meio. As placas foram 
incubadas a 37 ºC e os diâmetros das 
colônias e das zonas de precipitação mais 
a colônia foram medidos após 7 dias de 
inoculação. A presença da enzima 
fosfolipase foi observada pela formação de 
um halo ao redor da colônia. Medidas e 
cálculos da zona de atividade enzimática 
foram realizadas como descrito 
anteriormente34. Os coeficientes de Pz 
foram utilizados para classificar a produção 
enzimática sendo Pz = 1 negativo; entre 
0.90 - 0,99 (+), baixo; entre 0.80–0.89 (+ 
+); 0.70–0.79 (+ + +) alto; e < 0.70 (+ ++ +) 
muito alto.  

 
 

Análise estatística  
 
Os dados foram analisados através 

do programa estatístico Bioestat 5.0 
(2007). A normalidade da variável 
numérica absorbância foi analisada 
através do teste de Lilliefors. Como a 
distribuição não foi normal, ela foi 
analisada através de teste não 
paramétrico. Juntamente com as variáveis 
ordinais, a classificação do nível de 
biofilme e da adesão em relação à espécie 
e ao sítio foram feitas através do teste não 
paramétrico de Kruskal Wallis e a análise 
post-hoc foi feita pelo teste Student-
Newman-Keulls. O nível de significância 
(α) aplicado em todos os testes foi de 5%, 
ou seja, considerou-se significativo quando 
p < 0,05. 

 
 

Resultados 
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Os testes mostraram que todos os 

isolados de C. tropicalis foram aderentes 
ao vidro e a maioria apresentou aderência 
moderada (7 isolados) (Figura 1). Apenas 
um isolado proveniente de urina e outro de 
sangue mostraram aderência forte ao 
vidro. A maioria (n = 10) dos isolados foi 
produtor de biofilme moderado. Dois 
isolados, um proveniente de urina e outro 
de secreção traqueal, não foram 
produtores de biofilme. Um isolado 
proveniente de sangue foi classificado 
como formador forte de biofilme. Não foi 
observada diferença estatística 
significativa em relação à origem do sítio 
anatômico e a capacidade dos isolados de 
formarem biofilme (p< 0.05). 

 
 

Figura 1. Aderência de isolados de C. 
tropicalis a vidro. Em A, exemplo de 
aderência considerada moderada; em B, 
exemplo de aderência forte. 
 
    A 
 

 
 
    B 

 
 
 
 

Para a produção de proteinases 
42,9% das amostras foram positivas 
(Tabela 1), todas foram classificadas como 
boas produtoras com Pz variando de 0,56 
(para um isolado de urina) a 0,86 (isolado 
de sangue) (Tabela 1; Figura 3). Após os 
dados serem analisados estatisticamente, 
não houve diferença entre a produção de 
proteinases entre os isolados provenientes 
dos diferentes sítios anatômicos (p>0,05). 

 
 

Tabela1. Atividade de proteinase de 
isolados clínicos de Candida tropicalis. 
 

C. tropicalis 
   Sítio de 

origem 
PZ Resultado 

8 Urina 0,73 3 

82 Urina 1 - 

84 Sec. Traqueal 0,61 4 

63 Sangue 1 - 

92 Sec. Traqueal 1 - 

51 Sec. Traqueal  0,69 4 

39 Urina 0,56 4 

64 Urina 0,63 4 

95 Sangue 0,86 2 

59 Urina 1 - 

103 Sec. Traqueal 1 - 

85 Sec. Traqueal 1 - 

C. albicans 
Isolado de 
referência 

 0,7 3 

 
 

Em relação à produção de 
fosfolipases, 78,6% amostras foram 
positivas com Pz variando de 0,47 a 0,9 
(Tabela 2; Figura 3). 

Todos os isolados de C. tropicalis 
apresentaram atividade hemolítica em 
meio sólido e sete isolados mostraram IH ≥ 
2.0 (Figura 4). Não foi encontrada 
diferença significativa em nenhum dos 
sítios em relação à produção de 
hemolisinas (p>0,05). 
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Figura 3. Atividade de proteinases e de fosfolipases de isolados de Candida 
tropicalis obtidos de diversos sítios anatômicos. 
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Figura 4. Atividade hemolítica de isolados de Candida tropicalis obtidos de 
diversos sítios anatômicos. 
 
Tabela 2 Atividade de fosfolipase de 
isolados clínicos de Candida tropicalis 
obtidos de diversos sítios anatômicos. 
 

C. 
tropicalis 

   Sítio de 
origem 

PZ Resultado 

90 Urina 0,88 2 

59 Urina 0,87 2 

82 Urina 0,87 2 

84 Sec. Traqueal 0,87 2 

63 Sangue  0,85 2 

56 Sec. Traqueal 0,86 2 

8 Urina 0,83 2 

92 Sec. Traqueal 0,81 2 

51 Sec. Traqueal 0,79 3 

39 Urina  0,9 2 

64 Urina 0,47 4 

95 Sangue  1 _ 

C. 
albicans 

Isolado de 
referência  

0,7 3 

 
 
 
Discussão 
 

Aderência de Candida às 
superfícies celulares do hospedeiro é 
essencial para que ocorra a 
colonização e posterior infecção35. 
Alguns estudos relatam que esta 
capacidade pode variar entre as 
espécies36,37. Este fato explica porque 
algumas espécies colonizam mais 
frequentemente as superfícies 
mucosas do que outras e a 
capacidade de aderir a materiais 
inertes pode ser um indicativo de 
provável aderência a células vivas36. 
Nesta pesquisa, todos os isolados de 
C. tropicalis aderiram a lamínulas de 
vidro, corroborando com outros 
estudos que relatam a aderência de 
espécies de Candida a materiais 

inertes como silicone36 e vidro38. A 
elevada capacidade de aderência por 
C. tropicalis pode indicar uma 
virulência aumentada desta espécie 
em relação às demais, corroborando 
com resultados obtidos por alguns 
trabalhos que mostraram que 
espécies de CNA tem aumentado 
esta capacide39,32. 

O aumento da frequência de 
espécies de CNA isoladas de 
diversos sítios do corpo e de 
dispositivos hospitalares é um fato 
que deve ser ressaltado, tendo em 
vista que muitos estudos tendem a 
centrar a preocupação 
exclusivamente em C. albicans e 
menos importância tem sido dada a 
outras espécies. A detecção de C. 
tropicalis está normalmente 
associada à infecção, diferente de C. 
albicans que está associada à 
microbiota normal. Todavia, em 
diversos trabalhos C. tropicalis foi a 
segunda espécie mais isolada de 
pacientes saudáveis, perdendo 
somente para C. albicans32,40. A 
produção de proteinase é 
considerada um importante fator de 
virulência porque aumenta a 
capacidade do microrganismo 
colonizar e penetrar o tecido do 
hospedeiro, além de destruir um 
número significativo de importantes 
proteínas como imunoglobulinas, 
proteínas do sistema complemento e 
citocinas. Neste estudo os isolados 
positivos de C. tropicalis analisados 
apresentaram boa produção de 
proteinase, corroborando com 
Oliveira et al.40, em seu estudo C. 
tropicalis destaca-se dentre as CNA. 

No presente estudo os 
isolados foram bons produtores de 
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fosfolipases. A fosfolipase está 
relacionada à maior capacidade de 
invadir o tecido, dentre várias funções 
destacam-se: penetração na célula 
do hospedeiro e adesão às células 
epiteliais, C. tropicalis é conhecida 
por ter reduzida capacidade de 
produção desta enzima, embora 
alguns autores relatem que a 
produção de fosfolipase extracelular é 
fortemente dependente da linhagem, 
o que diverge dos resultados aqui 
encontrados. Porém o trabalho de 
D’eça Júnior et al.39corroboram os 
dados desta pesquisa mostrando que 
isolados de C. tropicalis são bons 
produtores de fosfolipases. 
Quanto à hemolisina, sabe-se que 
esta facilita a invasão de hifas na 
mucosa de pacientes com candidíase 
disseminada e tem capacidade de 
lisar eritrócitos em busca de ferro 
para favorecer seu crescimento e 
disseminação, podendo causar 
anemia e déficit de transporte de 
oxigênio nos pacientes. Assim, a 
produção desta enzima está 
relacionada à maior virulência dos 
isolados 19. Pode ser observado 
neste trabalho nos resultados obtidos 
com os isolados de C. tropicalis aqui 
avaliados. Todas as amostras 
demonstraram capacidade hemolítica 
com índices hemolíticos 
relativamente altos quando 
comparados com o que se tem na 
literatura39,32. Em um estudo realizado 
por França et al.40com 28 amostras 
clínicas de C. tropicalis, todas 
apresentaram atividade hemolítica, 
resultado semelhante ao encontrado 
neste trabalho.  

Em síntese, os resultados 
obtidos nesta pesquisa demonstram 
que os isolados de Candida tropicalis 
avaliados foram capazes de aderir a 
superfícies inertes se organizando em 

padrões distintos de organização 
celular, onde alguns destes tipos 
poderiam facilitar a formação de 
biofilmes por estas espécies. Os 
dados aqui obtidos também mostram 
que a propriedade de aderência não 
está diretamente relacionada ao sítio 
de infecção, mas provavelmente com 
fatores específicos destes 
microrganismos e com a resposta do 
hospedeiro. 
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