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RESUMO 

 

As espécies do “complexo Candida parapsilosis” mostram-se como frequentes agentes 

etiológicos de candidemias nosocomiais, sendo a C. parapsilosis sensu stricto uma das 

espécies não-albicans de Candida de maior incidência em infecções clínicas, estando 

relacionada principalmente com dispositivos médicos implantados. Neste estudo, 

identificamos, em nível de espécie, 29 isolados pertencentes ao “complexo Candida 

parapsilosis”, todos previamente obtidos a partir do ambiente hospitalar e de dispositivos 

médicos. Os isolados também foram caracterizados quanto à atividade in vitro de aspartil 

proteinase e fosfolipase, e quanto à habilidade de formar biofilmes. Os isolados 

identificados como C. parapsilosis sensu stricto foram avaliados quanto à capacidade de 

interagir com Staphylococcus aureus e Acinetobacter sp. no desenvolvimento de biofilmes 

polimicrobianos de duas espécies. Estes biofilmes foram então analisados quanto à sua 

capacidade de tolerar o tratamento com concentrações crescentes de fármacos 

antimicrobianos e sanitizantes. Como resultados, 75,9% dos isolados foram identificados 

como C. parapsilosis sensu stricto, 24,1% como Candida metapsilosis e nenhum como 

Candida orthopsilosis. Em relação à C. parapsilosis sensu stricto, todos os isolados 

mostraram-se como produtores muito fortes de aspartil proteinase e 13,6% de fosfolipase. 

Em relação à C. metapsilosis, 71,4% e 14,3% dos isolados apresentaram atividade muito 

forte de aspartil proteinase e fosfolipase, respectivamente. Além disso, todos os isolados 

foram capazes de formar biofilme em superfície de poliestireno. Dentre os isolados de C. 

parapsilosis sensu stricto, 9,1%, 45,4% e 45,4% mostraram-se como produtores fortes, 

moderados e fracos de biofilme, respectivamente. Em relação aos de C. metapsilosis, 

71,4% foram moderados e 28,6% foram fracos formadores de biofilme. Demonstramos 

também que a C. parapsilosis sensu stricto foi capaz de se associar de forma sinérgica com 

ambas as bactérias testadas, pois nos biofilmes polimicrobianos um número 

significativamente maior de células bacterianas se aderiram em comparação à sua condição 

monomicrobiana. Entretanto, as bactérias não interferiram na eficiência de formação de 

biofilmes da levedura. O tratamento com sanitizantes mostrou que o álcool etílico a 70% e 

o hipoclorito de sódio a 1% foram eficazes em diminuir significativamente o número de 

células viáveis, mas não foram capazes, mesmo assim, de eliminar as populações 
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microbianas dos biofilmes. Além disso, nossos dados mostraram que as células integrantes 

de todos os biofilmes monomicrobianos avaliados apresentaram elevada tolerância aos 

seus respectivos antimicrobianos, em doses superiores aos seus valores de concentração 

inibitória mínima, previamente determinados. Mesmo assim, os biofilmes de C. 

parapsilosis sensu stricto de 6, 12 e 24 h mostraram alguma perda de viabilidade celular ao 

tratamento com cetoconazol, enquanto biofilmes de 48 h se mostraram resistentes a este 

antifúngico. Nos biofilmes polimicrobianos, a presença das células bacterianas não 

influenciou a tolerância das leveduras ao antimicrobiano. Por outro lado, as células de S. 

aureus e Acinetobacter sp. foram ainda mais tolerantes ao tratamento com vancomicina e 

polimixina B, respectivamente, quando em biofilmes polimicrobianos, de forma 

significativa em comparação às suas respectivas condições monomicrobianas. Os 

resultados deste trabalho revelaram a capacidade de isolados do “complexo C. 

parapsilosis” do ambiente nosocomial de expressar importantes fatores de virulência, bem 

como de interagir sinergicamente com bactérias de importância clínica. Em conjunto, estas 

informações mostram-se de grande relevância clínica, em função de tais características 

fenotípicas representarem um importante risco em termos de infecção hospitalar a 

pacientes internados. 

 

Palavras-chave: “Complexo Candida parapsilosis”, Staphylococcus aureus, 

Acinetobacter sp., biofilmes, enzimas hidrolíticas, fármacos antimicrobianos, sanitizantes. 
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ABSTRACT 

The species of the “C. parapsilosis complex” are common etiological agents of nosocomial 

candidemia, and C. parapsilosis sensu stricto is one of non-albicans Candida species with 

the highest incidences in clinical infections, primarily related to implanted medical 

devices. In this study, we identified 29 isolates comprising the “C. parapsilosis complex” 

to species level, all previously obtained from the hospital environment and medical tools. 

The isolates were also characterized for in vitro activity of aspartyl proteinase and 

phospholipase, as well as for their ability to form biofilms. The isolates identified as C. 

parapsilosis sensu stricto were also evaluated for their capability to interact with 

Staphylococcus aureus and Acinetobacter sp. in two-species polymicrobial biofilms. These 

biofilms were then analyzed for their tolerance to treatments with increasing 

concentrations of antimicrobials drugs and sanitizers. The results indicated that 75.9% of 

the isolates were identified as C. parapsilosis sensu stricto, 24.1% as Candida metapsilosis 

and none as Candida orthopsilosis. Regarding C. parapsilosis sensu stricto, all isolates 

were very strong producers of aspartyl proteinase, and 13.6% of phospholipase. Regarding 

C. metapsilosis, 71.4% and 14.3% of the isolates showed very strong aspartyl proteinase 

and phospholipase activity, respectively. Moreover, all isolates were able to form biofilm 

on polystyrene surface. Among the C. parapsilosis sensu stricto isolates, 9.1%, 45.4% and 

45.4% were strong, moderate and weak biofilm producers, respectively. Regarding C. 

metapsilosis, 71.4% were moderate and 28.6% were weak biofilm producers. We also 

demonstrated that C. parapsilosis sensu stricto was capable of associating synergistically 

with both bacteria tested, since in polymicrobial biofilms a significantly higher number of 

bacterial cells adhered, compared to their own monomicrobial condition. However, 
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bacterial cells did not interfere on the efficiency of yeast biofilm formation. When testing 

sanitizers, we showed that 70% ethyl alcohol and 1% sodium hypochlorite were effective 

to significantly decrease the number of viable cells, although they have not been able to 

eliminate the microbial populations of the biofilms. Our data also showed that the cells 

from all monomicrobial biofilms exhibited elevated tolerance to their respective 

antimicrobial drugs, at higher doses than their pre-determined minimal inhibitory 

concentration values. Nevertheless, biofilms of 6, 12 and 24 h of C. parapsilosis sensu 

stricto presented some decrease in cell viability to the treatment with ketoconazole, 

whereas 48 h biofilms were resistant to this antifungal. In polymicrobial biofilms, the 

bacterial cells did not affect the tolerance of yeast isolates to this antimicrobial. 

Conversely, S. aureus and Acinetobacter sp. cells were even more tolerant to the treatment 

with vancomycin and polymyxin B, respectively, when they were in polymicrobial 

biofilms, which was significantly different from their respective monomicrobial condition. 

The results from this work revealed the ability of “C. parapsilosis complex” isolates from 

nosocomial environment to express important virulence factors, as well as to interact 

synergistically with bacterial species of clinical importance. This data is clinically relevant, 

since such phenotypic features may represent an important risk in terms of nosocomial 

infection to hospitalized patients. 

 

Keywords: “Candida parapsilosis complex”, Staphylococcus aureus, Acinetobacter sp., 

biofilms, hydrolytic enzymes, antimicrobial drugs, sanitizers. 
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1.1 Introdução 

 

A importância das infecções hospitalares causadas por fungos, em especial por 

espécies unicelulares, as chamadas leveduras, têm se mostrado em destaque na literatura 

internacional em função do aumento mundial da incidência de novos casos nos últimos 

anos (1,2,3). Neste contexto, leveduras pertencentes ao gênero Candida constituem agentes 

etiológicos de grande importância, pois são as principais espécies envolvidas em infecções 

fúngicas hospitalares no mundo (4,5,6). 

O gênero Candida é classificado taxonomicamente como pertencente ao domínio 

Eukarya, grupo Opisthokonta, subgrupo Nucletmycea, reino Fungi, sub-reino Dikarya, filo 

Ascomycota, subfilo Saccharomycotina, classe Saccharomycetes, ordem 

Saccharomycetales (7,8), compreendendo mais de 200 espécies (9). Algumas espécies 

deste gênero podem ser encontradas em ambientes diversos, tais como solo, alimentos e 

ecossistemas aquáticos (10). Por outro lado, as espécies de Candida mais conhecidas 

fazem parte da microbiota normal do ser humano, comportando-se, em condições de saúde, 

como comensais da pele e de mucosas da cavidade oral, trato gastrointestinal e urogenital 

(11,12). Mesmo assim, tais espécies podem se tornar patógenos oportunistas em algumas 

situações, tais como desequilíbrio da microbiota e imunocomprometimento (11,13). 

A Candida albicans é considerada o patógeno oportunista mais importante do 

gênero Candida, pois é a espécie mais frequentemente isolada a partir de amostras clínicas 

em humanos (14). Depois de C. albicans, as espécies mais comumente isoladas em 

amostras de sangue venoso de pacientes hospitalizados são Candida glabrata, Candida 

tropicalis e Candida parapsilosis (15). Dentre tais espécies, a C. parapsilosis é uma das 
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mais frequentes causas de candidemia nosocomial em pacientes, sendo uma das espécies 

não-albicans de Candida de maior incidência em infecções clínicas (16,17,18,19,20). 

A C. parapsilosis tornou-se um patógeno emergente de grande importância, pois é 

um dos principais agentes causadores de doenças em alguns centros hospitalares, sendo 

relatada em 15,5% das candidemias na América do Norte, 16,3% na Europa e, em maior 

incidência, 23,4%, na América Latina (21,22,23,24). Neste contexto, um estudo recente 

realizado na Colômbia revelou que a C. parapsilosis foi a espécie não-albicans de Candida 

de maior prevalência entre os isolados clínicos, seguida pela C. tropicalis (19). 

No que se refere ao Brasil, poucos dados recentes foram publicados quanto à 

prevalência de diferentes espécies de Candida, mas trabalhos mais antigos já relatavam a 

C. parapsilosis como a segunda espécie não-albicans de Candida mais frequentemente 

isolada a partir de amostras clínicas, atrás apenas da C. tropicalis (25,26). Este dado foi 

posteriormente confirmado com um estudo conduzido por Júnior et al. (2011), em que a C. 

parapsilosis foi a espécie de Candida mais prevalente dentre as amostras coletadas em 

sítios anatômicos de militares hospitalizados com quadros sugestivos de infecção fúngica, 

estando presente em 20,5% dos casos, seguida pela C. tropicalis (13,9%) (27). Este 

conjunto de dados reforça a importante ocorrência desta espécie nos centros hospitalares, 

sendo geralmente associada com infecções clínicas (28). Da mesma forma, diferentes 

relatos têm demonstrado a alta prevalência desta espécie em diversos locais dos ambientes 

nosocomiais, bem como em dispositivos médicos e em equipamentos de proteção 

individual (15,17,29,30). 
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Baseando-se em análises genéticas, foi constatado que a C. parapsilosis forma um 

complexo de três espécies geneticamente distintas, o chamado “complexo C. parapsilosis”, 

constituído por C. parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis 

(31). Estas três espécies são fisiologicamente e morfologicamente indistinguíveis, sendo 

necessária a aplicação de métodos moleculares para diferenciá-las (32). Mesmo havendo 

ainda a publicação de trabalhos que as descrevem como uma única espécie (20,33,34), a 

partir do relato do “complexo C. parapsilosis” observou-se um crescente interesse em 

estudá-las separadamente, com base nas suas diferenças quanto ao perfil de suscetibilidade 

a fármacos antifúngicos, capacidade de adesão a superfícies (35), bem como à expressão 

de outras características fenotípicas indicadoras do seu potencial de patogenicidade (36). 

Comparando as três espécies entre si, a C. parapsilosis sensu stricto tem sido a mais 

frequentemente isolada a partir de amostras clínicas e ambientais (36,37,38), além de 

apresentar indícios de um potencial de patogenicidade superior em relação às outras duas 

espécies do complexo (36). 

Sabe-se que o aumento da incidência de infecções fúngicas invasivas tem sido 

atribuído principalmente ao aumento da população suscetível, ao mesmo tempo em que 

procedimentos médicos invasivos com a necessidade do uso de dispositivos implantáveis 

têm sido cada vez mais frequentes (15,39). Estes dispositivos, por vezes, podem ser 

colonizados por microrganismos, constituindo assim, uma porta de entrada para uma 

colonização sistêmica (40). Neste contexto, diferentes relatos têm demonstrado que a 

candidemia causada por C. parapsilosis sensu stricto está associada principalmente à 

presença de dispositivos de longa permanência, o que tem atraído cada vez mais a atenção 

de profissionais da saúde (35,36,41). Esta espécie também tem se mostrado como um 
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importante agente etiológico de endocardite, artrite séptica e peritonite, geralmente 

associadas a procedimentos médicos invasivos ou com a utilização de próteses (42,43), 

atingindo pacientes de todas as idades em vários países (17,22,28). 

O desenvolvimento dos diferentes quadros de candidemias se dá não apenas por 

uma disfunção imunológica do hospedeiro, mas também devido à habilidade do fungo de 

se adaptar às novas condições ambientais, o que depende da expressão de genes associados 

ao processo de infecção, os chamados fatores de virulência (44). Dentre os diversos fatores 

de virulência encontrados em algumas espécies de Candida, podem ser citados: a 

capacidade de produção de enzimas hidrolíticas específicas (34,45); a superexpressão de 

genes que regulam a atividade de bombas de efluxo de moléculas, aumentando a tolerância 

a fármacos antifúngicos (46,47); a capacidade de alterar a morfologia colonial (48), bem 

como a morfologia celular, de leveduriforme para filamentosa (44); a produção de 

adesinas, facilitando a sua adesão a superfícies (49,50), e a propriedade de formar 

biofilmes em tecidos vivos e/ou substratos inanimados (48,51). 

Em relação a enzimas hidrolíticas, algumas espécies de Candida apresentam a 

capacidade de produzir fosfolipases (PLs) e aspartil proteinases (SAPs) (16,37,52). As PLs 

e as SAPs têm um papel importante na invasão aos tecidos do hospedeiro, uma vez que 

podem provocar a ruptura da membrana das células epiteliais, permitindo a infiltração das 

hifas ao citoplasma destas células (34). Além disso, tais enzimas conferem à levedura a 

capacidade de evadir a ação do sistema imunológico através da degradação de uma 

variedade de proteínas (53,54), incluindo imunoglobulinas, proteínas do sistema 

complemento e citocinas (34). Dessa forma, PLs e SAPs parecem desempenhar um papel 

importante na patogenicidade das infecções causadas por espécies de Candida (53,54). 
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Considerando especificamente o “complexo C. parapsilosis”, a C. parapsilosis sensu 

stricto foi descrita como capaz de expressar níveis superiores de atividade de SAP em 

comparação às outras duas espécies, indicando um potencial de patogenicidade superior 

dessa levedura em relação a este fator de virulência (36). 

Além da capacidade de produzir enzimas hidrolíticas, a formação de biofilmes 

constitui um importante fator de virulência para o gênero Candida (40,55,56). Biofilmes 

são estruturas formadas por comunidades microbianas que se desenvolvem em meio a uma 

matriz de material exopolimérico (Extracellular Polymeric Substances – EPS) (57,58). Em 

geral, são compostos por grupos de microrganismos sésseis arranjados em estruturas 

chamadas microcolônias (51), que podem apresentar elevada resistência a desinfecções 

químicas, terapia antimicrobiana, bem como uma elevada capacidade de evasão frente à 

resposta do sistema imunológico (51,59). Estas estruturas também podem servir como 

proteção para o desenvolvimento, nutrição, cooperação metabólica e aquisição de novas 

características genéticas pelos microrganismos integrantes (51). Desta forma, a ocorrência 

de biofilmes em superfícies vivas ou inanimadas é um fator importante para o 

desenvolvimento de infecções clínicas (56). 

Em relação aos biofilmes formados por espécies de Candida, é sabido que, 

primeiramente, as células se aderem à superfície onde se encontram e então desenvolvem 

uma camada através do contato célula-célula (60). Após a adesão, as células passam por 

uma mudança de crescimento do tipo leveduriforme para crescimento em hifas e/ou 

pseudohifas, o que se encontra relacionado com o desenvolvimento de um biofilme bem 

estruturado (61). Em seguida, ocorre a maturação do biofilme, caracterizada pela presença 
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de uma matriz extracelular e, por fim, a dispersão das células, que podem, então, atingir 

novos sítios e estabelecer um novo biofilme (23). 

Assim como na grande maioria dos biofilmes microbianos, as células sésseis de 

Candida spp. mostram-se menos suscetíveis a agentes antimicrobianos em comparação às 

células planctônicas da mesma linhagem (58). Esse fenômeno tem sido descrito como 

relacionado ao processo de maturação do biofilme, entretanto, o seu mecanismo exato 

ainda não é bem elucidado (62). Uma hipótese é que a presença da matriz extracelular do 

biofilme restringe a penetração dos fármacos devido à formação de uma barreira difusa e, 

com isso, apenas as camadas celulares mais superficiais ficam em contato com doses letais 

dos antimicrobianos (39,63). Além disso, moléculas sinalizadoras já foram descritas como 

capazes de influenciar a formação do biofilme e a sua resistência a antimicrobianos em 

diversos microrganismos, sendo geralmente associada com a comunicação intercelular que 

ocorre através do quorum-sensing (59,64,65,66). 

De forma específica em relação ao “complexo C. parapsilosis”, a maioria dos 

trabalhos indica que os seus biofilmes costumam ser menos complexos, comparado aos de 

C. albicans (67,68). Esta característica se dá, em parte, pelo fato de biofilmes formados por 

tais espécies não apresentarem hifas, apenas leveduras e pseudohifas (68). Os seus 

biofilmes também se mostram menos espessos comparados aos de C. albicans e são 

frequentemente observados formando monocamadas ou alguns agregados de células 

leveduriformes (69). Enquanto biofilmes de C. albicans produzem uma matriz extracelular 

rica em proteínas, a matriz extracelular produzida em biofilmes do “complexo C. 

parapsilosis” apresenta predominantemente carboidratos (70). Esta última característica 

faz com que os seus biofilmes apresentem uma afinidade maior para materiais protéticos 
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em relação aos de C. albicans, especialmente em ambientes com concentração elevada de 

lipídios e glicose (71,72). Em relação a diferenças entre as três espécies do complexo, foi 

relatado que a C. parapsilosis sensu stricto produz biofilmes de forma mais eficiente 

quando comparada com C. orthopsilosis e C. metapsilosis (35), indicando uma capacidade 

maior de adesão e crescimento em superfícies, em relação às outras duas espécies. 

Em termos de importância clínica, biofilmes de C. parapsilosis já foram 

observados como resistentes a tratamentos com fármacos antifúngicos e à ação do sistema 

imunológico, o que se encontra associado com um aumento da mortalidade de pacientes 

infectados por esta espécie (33,73). Neste contexto, um estudo revelou que na condição 

planctônica, todos os isolados de C. parapsilosis estudados mostraram-se suscetíveis ao 

voriconazol, porém, quando na condição de biofilme, apresentaram resistência a este 

antimicrobiano em doses ≥ 16 µg/mL (73). Em outro trabalho, avaliou-se a suscetibilidade 

de isolados de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, e das espécies pertencentes ao 

“complexo C. parapsilosis”, na condição de biofilme, frente aos antifúngicos fluconazol e 

anfotericina B. Neste estudo, os autores observaram que a C. parapsilosis sensu stricto foi 

a espécie que apresentou menor suscetibilidade frente à anfotericina B, considerando todas 

as espécies utilizadas e os métodos de análise empregados (74). 

Dados recentes têm mostrado que a C. albicans, especialmente quando encontrada 

em sua morfologia de hifa, apresenta alta capacidade de aderir diferentes espécies 

bacterianas em seus filamentos, o que pode levar à formação dos chamados biofilmes 

polimicrobianos (75,76). Esses biofilmes representam um problema de grande relevância 

clínica, com potencial para servir como reserva de uma ampla variedade de 

microrganismos, incluindo fungos e bactérias (77). O desenvolvimento de biofilmes 
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polimicrobianos pode dificultar a identificação do real agente etiológico da infecção e a 

aplicação de um tratamento adequado (78). Nestas condições, não apenas a virulência dos 

microrganismos integrantes dos biofilmes polimicrobianos pode ser modificada 

consideravelmente, mas também a padronização de tratamentos usualmente eficazes contra 

esses patógenos pode vir a ser alterada (79). Entretanto, apesar do grande potencial como 

fonte de microrganismos patogênicos em tecidos vivos ou superfícies inertes (48,80), os 

biofilmes polimicrobianos que envolvem espécies de Candida ainda foram pouco 

investigados (77,81). 

Todos os relatos da literatura sobre a capacidade de formação de biofilmes 

polimicrobianos por Candida com espécies bacterianas de importância clínica são 

referentes à C. albicans (75,76). Esta espécie já foi descrita como capaz de interagir com 

uma variedade de bactérias no desenvolvimento de biofilmes polimicrobianos, estando 

relacionada principalmente com Acinetobacter baumannii e Staphylococcus aureus 

(76,77,82), embora já tenha sido descrita como capaz de se associar com Staphylococcus 

epidermidis, Streptococcus mutans e Streptococcus gordonii (83,84,85). Para a espécie C. 

parapsilosis, mesmo sendo relatada como um importante agente etiológico emergente de 

candidoses (22,42), bem como uma espécie prevalente em ambientes hospitalares e 

dispositivos médicos (86), ainda não se tem dados a respeito desta propriedade. 

Espécies de Candida e S. aureus normalmente existem como comensais e 

colonizam superfícies das mucosas humanas (87). Durante co-infecções associadas a 

biofilmes, C. albicans forma uma base facilitando a adesão e o desenvolvimento de S. 

aureus (82). Além disso, isolados de C. albicans e S. aureus são, com frequência, obtidos a 

partir de biofilmes polimicrobianos formados sobre dispositivos médicos implantados (39). 
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Dados relativos aos mecanismos de interação entre estas duas espécies ainda são escassos, 

porém, estima-se que a proteína Als3 de C. albicans faça a mediação da ligação do S. 

aureus às hifas da levedura (49,88). 

Nas últimas décadas, isolados de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) 

emergiram como um sério patógeno nosocomial e da comunidade (89), sendo uma das 

principais causas de infecções no mundo (90). Os isolados de MRSA geralmente são 

multirresistentes, possuindo fatores determinantes de resistência às fluoroquinolonas, 

aminoglicosídeos, macrolídeos, clindamicina e algumas tetraciclinas (91). Dessa forma, os 

glicopeptídeos, como por exemplo, vancomicina e teicoplanina, tornaram-se as opções 

terapêuticas para o tratamento de infecções por este microrganismo (92,93). Porém, em 

meados de 1990 surgiram isolados com sensibilidade diminuída à vancomicina, estando 

esse achado relacionado principalmente ao uso extensivo desse fármaco por longos 

períodos (94). Além disso, estima-se que isolados multirresistentes de S. aureus obtidos a 

partir de ambientes clínicos têm uma elevada probabilidade de formar biofilmes em 

dispositivos médicos de longa permanência (95), bem como de desenvolver infecções 

crônicas, persistentes e recorrentes (96). De forma igualmente importante, há relatos de 

que isolados de MRSA, quando formam biofilmes polimicrobianos com C. albicans, 

apresentam aumento da resistência a agentes antimicrobianos, como a vancomicina 

(77,81). 

Assim como o S. aureus, o A. baumannii também é um patógeno nosocomial 

oportunista e consegue sobreviver em ambientes hospitalares apesar das condições 

desfavoráveis, como dessecação e tratamento com antimicrobianos e sanitizantes (97). 

Supõe-se que a capacidade de persistir nesses ambientes e de desenvolver fatores de 
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virulência é um resultado da capacidade de formar biofilmes em superfícies abióticas, tais 

como poliestireno e vidro, bem como em superfícies bióticas (65,98). 

Há pouco tempo atrás, infecções causadas por A. baumannii eram tratadas com 

antimicrobianos comumente utilizados na prática clínica, tais como os carbapenêmicos, 

aminoglicosídeos, fluoroquinolonas e tetraciclinas (99,100). No entanto, a disseminação de 

isolados multirresistentes promoveu uma redução no número de fármacos que 

apresentavam atividade contra este patógeno, levando à necessidade do uso de novas 

estratégias de tratamento, que passaram a incluir o uso da tigeciclina e das polimixinas, 

sendo esta última introduzida na prática clínica há mais de 50 anos (98,101,102,103). A 

maioria das infecções causadas por A. baumannii são adquiridas no ambiente hospitalar, 

principalmente em unidades de cuidados intensivos (97), sendo que os fatores de risco 

incluem imunodepressão, uso de ventilação associada com dificuldades respiratória, prévia 

terapia com antimicrobianos, colonização anterior por esta bactéria e procedimentos 

médicos invasivos (104,105). Além disso, A. baumannii se liga às células epiteliais 

humanas, bem como aos filamentos de C. albicans, neste caso formando biofilmes 

polimicrobianos, em um processo de adesão que envolve, pelo menos, a sua proteína de 

membrana externa OmpA (65,76). Entretanto, diferentemente de S. aureus, não há dados 

na literatura relativos ao comportamento de espécies de Acinetobacter frente ao tratamento 

com fármacos antibacterianos, quando estas se encontram na condição de biofilmes 

polimicrobianos com espécies de Candida. 

Sabe-se que os biofilmes constituem um sério problema hospitalar (63,106), além 

de apresentarem uma matriz extracelular que confere proteção química e física, 

dificultando a sua remoção de superfícies (67). Dessa forma, estratégias de controle para 
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reduzir a sua formação, como a utilização de mecanismos de limpeza e desinfecção 

química, vêm sendo amplamente recomendados e empregados (107,108). Para tal 

propósito, existem diversos produtos disponíveis na indústria, tais como compostos à base 

de álcool, cloro, iodo, peróxido de hidrogênio, ácido peracético e quartenário de amônia 

(109). Porém, apesar da eficiência destes químicos como sanitizantes, alguns 

microrganismos podem resistir a esses tratamentos, o que pode levar ao desenvolvimento 

de biofilmes em materiais hospitalares (110). Além disso, o uso dos sanitizantes não 

necessariamente reduz o índice de formação de biofilmes, pois para destruí-los e removê-

los, os agentes químicos devem ser capazes de penetrar na EPS para ter um livre acesso às 

células microbianas (107,111). 

Ao longo dos anos, o uso de antissépticos, sanitizantes e de fármacos 

antimicrobianos têm desempenhando um papel importante no controle de doenças 

infecciosas e de comunidades microbianas indesejadas (108,112,113). Em relação aos 

biofilmes formados por espécies do “complexo C. parapsilosis”, pouca informação se tem 

quanto à sua sensibilidade a agentes químicos, apesar do crescente número de evidências 

que apontam a frequente ocorrência dessa levedura em ambientes hospitalares (18,114). De 

forma também importante, a capacidade de formar biofilmes polimicrobianos de Candida 

com espécies bacterianas de importância clínica, bem como a capacidade de tolerância 

destas bactérias frente à ação de fármacos antibacterianos nesta condição, foi apenas 

investigada com a espécie C. albicans. Neste contexto, a literatura também não relata 

dados referentes à suscetibilidade a fármacos antifúngicos de espécies de Candida, quando 

integrantes de biofilmes polimicrobianos com bactérias. 
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Desta forma, a obtenção de resultados desta natureza que envolvam o “complexo C. 

parapsilosis”, e em particular a espécie C. parapsilosis sensu stricto, se justifica pela sua já 

descrita capacidade de formar biofilmes, somada ao seu potencial de patogenicidade e, 

principalmente, a sua alta e importante prevalência em ambientes hospitalares. 



24 
 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo Geral 

Investigar a capacidade de isolados do “complexo C. parapsilosis” obtidos em 

ambiente hospitalar de produzir enzimas hidrolíticas e de interagir com S. aureus e 

Acinetobacter sp. no desenvolvimento de biofilmes polimicrobianos, bem como a ação de 

fármacos antimicrobianos e sanitizantes sobre tais biofilmes. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

- Identificar isolados nosocomiais do “complexo C. parapsilosis” em nível de espécie 

através de métodos moleculares; 

- Mensurar a habilidade de produção de biofilmes dos isolados identificados; 

- Avaliar a capacidade de produção de enzimas hidrolíticas destes isolados; 

- Analisar a capacidade dos isolados de C. parapsilosis sensu stricto em formar biofilmes 

polimicrobianos de duas espécies com S. aureus resistente à meticilina (MRSA) e com 

Acinetobacter sp.; 

- Testar a sensibilidade dos biofilmes frente à ação de sanitizantes comumente utilizados 

em práticas de higienização hospitalar; 

- Testar a capacidade dos biofilmes polimicrobianos formados por C. parapsilosis sensu 

stricto e MRSA em alterar o perfil de suscetibilidade ao cetoconazol nesta levedura e à 

vancomicina nesta bactéria; 

- Testar a capacidade dos biofilmes polimicrobianos formados por C. parapsilosis sensu 

stricto com Acinetobacter sp. em alterar o perfil de suscetibilidade ao cetoconazol nesta 

levedura e à polimixina B nesta bactéria. 
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4.1 Considerações Finais 

 

O aumento da incidência de infecções fúngicas invasivas tem sido atribuído 

principalmente ao aumento da população suscetível, ao mesmo tempo em que 

procedimentos médicos invasivos com a necessidade do uso de dispositivos implantáveis 

têm sido cada vez mais frequentes (15,39). Neste contexto, diferentes relatos têm 

demonstrado que a candidemia causada por C. parapsilosis sensu stricto está associada 

principalmente com a presença de dispositivos de longa permanência, o que tem atraído 

cada vez mais a atenção de profissionais da saúde (35,36,41). Esta espécie de Candida já 

foi caracterizada como capaz de expressar importantes fatores de virulência, que podem 

estar envolvidos com o agravamento de infecções, como a habilidade de produzir enzimas 

hidrolíticas e capacidade de formar biofilmes (35,36). 

Os dados obtidos neste estudo revelaram que todos os isolados do “complexo C. 

parapsilosis” investigados foram capazes de produzir a enzima hidrolítica aspartil 

proteinase (SAP), sendo que quatro também foram capazes de produzir a fosfolipase (PL). 

Estas enzimas promovem a ruptura da membrana de células epiteliais, permitindo a 

infiltração das hifas ao seu citoplasma (34), além de conferir à levedura a capacidade de 

evadir o sistema imunológico pela degradação de uma variedade de proteínas (53,54). 

Outro importante fator de virulência que todos os isolados apresentaram foi a habilidade de 

formar biofilmes em uma superfície abiótica. De forma também importante, os dados de 

identificação molecular apontaram a C. parapsilosis sensu stricto como a espécie mais 

encontrada dentre estes isolados, o que corrobora com achados de trabalhos anteriores, 

realizados com isolados de diversas origens clínicas e ambientais (36,37,38). 
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A partir destes primeiros resultados, foi avaliada a capacidade dos isolados de C. 

parapsilosis sensu stricto em formar biofilmes polimicrobianos de duas espécies com as 

bactérias S. aureus e Acinetobacter sp., bem como a ação de fármacos antimicrobianos e 

sanitizantes sobre estes biofilmes. Nestes experimentos, foi possível observar que a C. 

parapsilosis sensu stricto é capaz de interagir de forma sinérgica com S. aureus e com 

Acinetobacter sp. no desenvolvimento de biofilmes, pois na condição polimicrobiana, um 

número significativamente superior de células bacterianas se aderiram, em comparação aos 

seus respectivos biofilmes monomicrobianos. Estas associações foram semelhantes ao 

observado pela interação com C. albicans com estas espécies bacterianas (76,77,115), 

porém, este é o primeiro relato de tais interações com a espécie C. parapsilosis sensu 

stricto. 

Os biofilmes investigados foram testados em relação à sua resposta ao tratamento 

com álcool etílico a 70% e hipoclorito de sódio a 1%. A partir dos resultados obtidos, foi 

possível observar que ambos os sanitizantes induziram significativa perda de viabilidade 

celular em todos os biofilmes avaliados, porém, mesmo após o maior tempo de tratamento, 

ainda restaram células fúngicas e bacterianas viáveis, indicando que os sanitizantes não 

foram capazes de eliminar toda a população microbiana presente nos biofilmes, sem 

diferenças observáveis entre os biofilmes mono- e polimicrobianos. Estes dados ressaltam a 

importância da ocorrência e da capacidade de tolerância destes biofilmes em superfícies 

abióticas, indicando, desta forma, o seu potencial como eficientes reservatórios de 

patógenos de importância clínica em ambientes nosocomiais. 

Os biofilmes também foram testados quando à capacidade de tolerar tratamentos 

com fármacos antimicrobianos. Os resultados revelaram que todos os isolados bacterianos e 



 31 
 

fúngicos apresentaram, na condição de biofilme, uma elevada tolerância aos 

antimicrobianos, em doses superiores aos seus respectivos valores de concentração 

inibitória mínima. Nestes experimentos, os biofilmes jovens, mono e polimicrobianos, de 

C. parapsilosis sensu stricto sofreram uma pequena perda de viabilidade celular frente ao 

cetoconazol, enquanto os maduros mostraram-se totalmente tolerantes a este antifúngico. 

Dessa forma, estes dados sugerem que o desenvolvimento de biofilmes pela C. parapsilosis 

sensu stricto em dispositivos médicos pode-se mostrar de grande relevância clínica, pois 

quando presentes, o tratamento com cetoconazol ou outro azólico que possua o mesmo 

mecanismo de ação, pode apresentar pouca ou nenhuma eficácia terapêutica. 

Biofilmes de S. aureus também foram avaliados quanto à capacidade de tolerar o 

tratamento com vancomicina, na condição polimicrobiana com os isolados de C. 

parapsilosis sensu stricto. Nestes experimentos, os dados mostraram um número 

significativamente maior de células bacterianas sobreviventes, comparado ao da condição 

monomicrobiana, indicando que, em associação com a levedura, esta bactéria obteve um 

efeito protetor, aumentando a sua tolerância ao tratamento com o antimicrobiano. O mesmo 

foi observado quando o isolado de Acinetobacter sp. foi testado, em biofilmes com as 

leveduras, quanto à sua tolerância ao tratamento com a polimixina B. Estes dados são 

semelhantes aos já observados para a interação de C. albicans com S. aureus (77), porém, 

este é o primeiro trabalho a associar Acinetobacter sp. e S. aureus com a levedura C. 

parapsilosis sensu stricto. 

Dessa forma, o corpo de dados levantados neste trabalho revelou a elevada 

capacidade de isolados do “complexo C. parapsilosis”, originários de ambiente hospitalar, 

de expressar, em altos níveis, importantes fatores de virulência que, em conjunto, indicam o 
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seu grande potencial para o desenvolvimento de quadros infecciosos. Além disso, traz o 

primeiro relato a respeito da capacidade de interação entre a espécie de levedura C. 

parapsilosis sensu stricto com S. aureus e Acinetobacter sp. na formação de biofilmes 

polimicrobianos promotores de uma elevada tolerância a fármacos antimicrobianos. Em 

função do seu potencial em se desenvolver em superfícies, próteses e diversos outros 

dispositivos de longa permanência, juntamente com a elevada tolerância a sanitizantes e 

antimicrobianos, tais associações mostram-se clinicamente relevantes, representando um 

risco permanente à saúde de pacientes internados. Por fim, ressalta-se a perspectiva de que 

futuros trabalhos possam vir a elucidar os mecanismos que levam à interação sinérgica 

entre isolados de C. parapsilosis sensu stricto com S. aureus ou Acinetobacter sp., assim 

como os que possam estar envolvidos com o aumento da resistência aos antimicrobianos 

testados. 
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