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RESUMO 

Fungos do gênero Candida fazem parte da microbiota normal e pode causar infecções em indivíduos 

imunocomprometidos, com o auxílio de seus fatores de virulência. Os profissionais da saúde podem 

ser uma possível fonte de infecção no ambiente hospitalar. Foram avaliados fatores de virulência como 

atividade de proteinase e fosfolipase, fator hemolítico e a resistência a antifúngicos em 37 isolados de 

Candida albicans e 10 C. parapsilosis provenientes da saliva de profissionais da saúde. A atividade de 

proteinase foi observada em 84% dos isolados de C. albicans e 80% de C. parapsilosis e destas, 

atividade fortemente positiva foram obtidas para 46% e 50% respectivamente. A atividade de 

fosfolipase foi observada para 80% dos isolados de C. parapsilosis, embora nenhum com atividade 

fortemente positiva, enquanto 92% dos isolados de C. albicans produziram fosfolipase, sendo que 19% 

destes apresentaram atividade fortemente positiva. A maioria dos isolados apresentaram hemólise total 

(beta hemólise) em ágar Sabouraud dextrose suplementado com sangue de carneiro e glicose, com 

média do diâmetro da hemólise de 2,41 e 2,57 para C. albicans e C. parapsilosis respectivamente. A 

avaliação da suscetibilidade antifúngica por disco difusão não demonstrou a presença de isolados 

resistentes ao fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B, porém 8 isolados de C. albicans e 

1 de C. parapsilosis se mostraram dose dependente, ao quando avaliados com o itraconazol. A detecção 

de isolados de C.albicans e C. parapsilosis isolados da saliva de profissionais da saúde, produtores de 

importantes fatores de virulência, como proteinase, fosfolipase e fator hemolítico, responsáveis pelo 

estabelecimento da infecção, evidenciam a necessidade de medidas de prevenção para evitar a 

transmissão exógena destes patógenos, especialmente no ambiente hospitalar. 

 

Palavras-chave: Candida albicans, Candida parapsilosis, suscetibilidade in vitro, proteinase, 

fosfolipase, hemólise. 

 

RESUMEN 

Los hongos del género Candida forman parte de la microbiota normal y pueden causar infecciones en 

individuos inmunodeprimidos con la ayuda de sus factores de virulencia. El personal sanitario puede 

ser una posible fuente de infección en el entorno hospitalario. Se evaluaron factores de virulencia como 

la actividad de la proteinasa y la fosfolipasa, el factor hemolítico y la resistencia a los antifúngicos en 

37 aislados de Candida albicans y 10 de C. parapsilosis procedentes de la saliva de trabajadores 

sanitarios. Se observó actividad de proteinasa en el 84% de los aislados de C. albicans y en el 80% de 

los de C. parapsilosis y, de éstos, se obtuvo una actividad fuertemente positiva para el 46% y el 50% 

respectivamente. Se observó actividad fosfolipasa en el 80% de los aislados de C. parapsilosis, aunque 

ninguno mostró una actividad fuertemente positiva, mientras que el 92% de los aislados de C. albicans 

produjeron fosfolipasa, el 19% de los cuales mostró una actividad fuertemente positiva. La mayoría de 

los aislados mostraron hemólisis total (beta hemólisis) en agar dextrosa Sabouraud suplementado con 

sangre de oveja y glucosa, con un diámetro medio de hemólisis de 2,41 y 2,57 para C. albicans y C. 

parapsilosis respectivamente. La evaluación de la susceptibilidad antifúngica por difusión en disco no 

demostró la presencia de aislados resistentes a fluconazol, itraconazol, voriconazol y anfotericina B, 

sin embargo 8 aislados de C. albicans y 1 de C. parapsilosis fueron dosis dependientes cuando se 

evaluaron con itraconazol. La detección de aislados de C.albicans y C. parapsilosis en la saliva de 

profesionales sanitarios, productores de importantes factores de virulencia, como la proteinasa, la 

fosfolipasa y el factor hemolítico, responsables del establecimiento de la infección, ponen de 
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manifiesto la necesidad de adoptar medidas preventivas para evitar la transmisión exógena de estos 

patógenos, especialmente en el ámbito hospitalario. 

 

Palabras clave: Candida albicans, Candida parapsilosis, susceptibilidad in vitro, proteinasa, 

fosfolipasa, hemólisis. 

 

 

1 INTRODUÇÃO  

Leveduras do gênero Candida colonizam a pele, mucosas do trato gastrointestinal, vaginal e 

bucal em aproximadamente 50% da população saudável (SILVA et al., 2002). C. albicans é a principal 

espécie isolada colonizando a mucosa bucal de profissionais da saúde, assim como outras espécies C. 

parapsilosis, C. krusei e C. famata (ATAIDES et al., 2010). 

A colonização assintomática é um evento freqüente e é considerada um dos principais fatores 

de risco para o desenvolvimento de infecção fúngica em pacientes debilitados e a presença de leveduras 

em profissionais da saúde e tem preocupado as equipes de controle de infecção hospitalar, pois podem 

ser fonte de contaminação e transmissão inter-humana (HA & WHITE, 1999; HOUSSAIN et al., 2003; 

KOGA-ITO et al., 2006; PALOS et al. 2009; ATAIDES et al., 2010). A candidíase hoje é um desafio 

para a medicina atual ocupando a quarta posição na causa de septicemia (PFALLER e DIEKEMA, 

2007; WISPLINGHOFF et al., 2004) e seu índice de mortalidade mesmo após o tratamento 

medicamentoso é alto, variando de 40 a 60% (SENEVIRATNE et al., 2008; WARNOCK 2007; 

BARNES 2008).  

C. albicans e C.parapsilosis apresentam diversos fatores de virulência, a produção de 

exoenzimas como proteases e fosfolipases, a produção de fator hemolítico, que são mecanismos que 

auxiliam na degradação tecidual, facilitam a sua proliferação e estabelecimento da infecção e a 

resistência aos antifúngicos que dificulta o tratamento medicamentoso (ODDS 1988; CALDERONI 

2001; NAGLIK et al., 2003; KANAFANI & PERFECT 2008). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os fatores de virulência e verificar a suscetibilidade a 

antifúngicos de isolados de C. albicans e C. parapsilosis isoladas da saliva de profissionais da saúde. 

 

2 METODOLOGIA  

2.1 ISOLADOS 

Foram incluídos neste estudo 37 C. albicans e 10 C. parapsilosis isolados da saliva de 

profissionais da saúde do Hospital Araújo Jorge - Goiânia-GO. A identificação dos isolados foi 

realizada segundo Kurtzman e Fell (1998) através de produção de tubo germinativo em soro fetal 
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bovino, produção de clamidoconídios em ágar fubá com tween 80, assimilação de carbono e nitrogênio 

e fermentação de açúcares. 

 

2.2 ATIVIDADE DE PROTEINASE  

A atividade de proteinase foi avaliada através do método de Ruchel et al. (1982). Uma colônia 

de Candida foi inoculada em meio base de proteinase contendo Yeast Carbon Base (YCB), soro 

albumina bovina, protovit (Roche) e água destilada, ajustada a pH 5,0. Após 5 dias de incubação a 

370C foi observado a presença de um halo de degradação ao redor do crescimento da colônia, 

demonstrando a atividade da enzima. C. albicans (ICB 12A) foi utilizada como controle positivo. A 

atividade enzimática (Pz) foi avaliada através do cálculo da razão entre o diâmetro da colônia (dc) e o 

diâmetro da colônia mais a zona de degradação (dcp) (PRICE et al., 1982). O coeficiente Pz classificou 

os isolados em 3 classes (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Classificação de atividade de proteinase e fosfolipase de acordo com valores obtidos de Pz. 

Pz Atividade enzimática Código 

= 1,0    Ausência 1 

≥0,64 < 1,0 Positiva   2 

<0,64 Fortemente Positiva 3 

 

2.3 ATIVIDADE DE FOSFOLIPASE  

A avaliação de atividade de fosfolipase foi realizada em ágar Sabouraud dextrose suplementado 

com 1 mol/L de cloreto de sódio, 0,005 mol/L de cloreto de cálcio e 8% de gema de ovo (PRICE et al., 

1982). A amostra de levedura inoculada na superfície do meio, e após 5 dias de incubação a 370C foi 

observado a produção de fosfolipase através da formação de uma zona de precipitação opaca em torno 

da colônia, demonstrando a atividade da enzima. Como controle positivo foi utilizado C. albicans 

(ATCC 10231). A atividade de fosfolipase (Pz) foi obtida pelo cálculo da razão entre o diâmetro da 

colônia (dc) e o diâmetro formado pela colônia e a zona de precipitação (dpc), conforme descrito 

anteriormente para proteinase. 

 

2.4 FATOR HEMOLÍTICO  

A detecção do fator hemolítico foi realizada em ágar Sabouraud dextrose contendo 3% de 

glicose e 7% de sangue de carneiro desfibrinado, com pH ajustado a 5,6 ± 0,2 (LUO et al., 2001). As 

amostras foram inoculadas na superfície do meio de cultura e a incubação realizada a 370C por 48 

horas. A presença de hemólise foi visualizada pelo halo ao redor da colônia e o fator hemolítico foi 

calculado pela razão entre o diâmetro da colônia mais da hemólise, dividido pelo diâmetro da colônia. 
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Como controle positivo foi utilizado C. albicans (ATCC 10231) e C. parapsilosis (ATCC 22019) foi 

usada como controle negativo. 

 

2.5 TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIFÚNGICA POR DISCO DE DIFUSÃO  

Os testes de suscetibilidade antifúngica para itraconazol, fluconazol, anfotericina B e 

voriconazol foram realizados segundo Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), documento M44-

A, 2004, utilizando placas contendo meio de Muller Hinton suplementado com 2% de glicose e 0,5 

µg/mL de azul de metileno. A partir de colônias de Candida provenientes de culturas de 24 horas em 

ASD, foi preparado um inoculo em solução salina 0,85% com turvação comparada com o padrão 0,5 

da escala de McFarland. Esta suspensão foi transferida para superfície do meio com um swab estéril 

em dois sentidos, para garantir uma distribuição uniforme. Em seguida foram colocados os disco de 

fluconazol (25 µg), voriconazol (1 µg), itraconazol (10 µg) e anfotericina B (100 µg). As placas foram 

incubadas a 350C por 24h e o diâmetro da zona de inibição foi medido utilizando uma régua. Candida 

parapsilosis ATCC 22019 foi usada como controle. 

Os critérios de interpretação para classificação do antifúngico em resistente, dose dependente e 

sensível estão relacionados na tabela 2. 

 
Tabela 2. Classificação de C. albicans e C. parapsilosis frente aos agentes antifúngicos de acordo com o diâmetro da zona 

de inibição utilizando a técnica de disco difusão. 
 

Antifúngico/Concentração 

Diâmetro da zona de inibição (mm) 

Resistente Dose 

dependente 

Sensível 

Fluconazol 1        (25 µg)  ≤14 15-18 ≥19 

Voriconazol1        ( 1 µg) ≤13 14-16 ≥17 

Itraconazol2        (10 µg)  ≤11 12-19 ≥20 

Anfotericina B3 (100 µg) ≤9 10-14 ≥15 

Fonte: 1CLSI, M44A; 2Negri et al., 2009; 3 Vasconcelos et al., 2011. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A atividade das exoenzimas fosfolipase e proteinase foram avaliadas em 37 isolados de C. 

albicans e 10 C. parapsilosis através do halo formado em seus respectivos meios de cultura (Figura 1).  

 

Figura 1. Atividade de fosfolipase (1) e proteinase (2) de isolados de C. albicans e C. parapsilosis demonstrando o halo de 

degradação ao redor da colônia resultado da atividade enzimática. 
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Para C. albicans a atividade de proteinase e fosfolipase foi observada em 84 % e 92% dos 

isolados respectivamente, enquanto 80 % de C. parapsilosis demonstraram atividade de proteinase e 

fosfolipase. Embora a atividade de fosfolipase tenha sido observada para a maioria dos isolados de C. 

parapsilosis, nenhum destes apresentou alta atividade desta enzima e 19% dos isolados de C. albicans 

foram altamente produtores de fosfolipase. A atividade de proteinases mostrou que 46% dos isolados 

de C. albicans e 50% para C. parapsilosis foram fortemente positivos (Tabela 3). 

 
Tabela 3. Distribuição de valores de atividade enzimática (Pz) de proteinase e fosfolipase para os isolados de C. albicans e 

C. parapsilosis isoladas da saliva de profissionais da saúde. 

 

Pz 

C. albicans (n=37) C. parapsilosis (n=10) 

Proteinase Fosfolipase Proteinase Fosfolipase 

(=1,0) 1 6 (16%) 3 (8%) 2 (20%) 2 (20%) 

(≥0,64 < 

1,0) 2 

14 (38%) 27 (73%) 3 (30%) 8 (80%) 

(<0,64) 3 17 (46%) 7 (19%) 5 (50%) 0 (0%) 

Pz= Atividade enzimática; 1 Ausência de atividade; 2Presença de atividade; 3Atividade fortemente positiva. 

 

A produção e secreção de enzimas hidrolíticas como proteinases e fosfolipases são importantes 

fatores de virulência. Estas enzimas têm papel na nutrição do patógeno, mas também nos danos aos 

tecidos, na disseminação dentro do organismo humano e para superar o sistema imune do hospedeiro, 

sendo uma importante contribuição na patogenicidade fúngica (SAMARANAYAKE et al., 2005; 

SCHALLER et al., 2005; KARKOWSKA-KULETA et al., 2009). A atividade de exoenzimas de C. 

albicans de mucosa oral de indivíduos saudáveis tem sido avaliada, demonstrando valores variados. 

Lyon et al. (2006) avaliaram amostras de C. albicans da cavidade oral observando que 70% dos 

isolados apresentaram produção de fosfolipase e 100% de proteinase, enquanto Maia et. al (2008) em 

amostras de várias espécies de Candida ssp. isoladas da cavidade oral de indivíduos saudáveis 

observaram que apenas 17% produziram proteinase e nenhuma das amostras de C. albicans avaliadas 

produziu fosfolipase. Oksuz et al. (2007) ao avaliarem diferentes espécies de Candida, provenientes 

de diversos sítios anatômicos de indivíduos sadios, observaram que em 56,7% dos isolados de C. 

albicans foi detectado atividade de proteinase e em 52,4% fosfolipase, sendo que os isolados da 

cavidade oral foram os que apresentavam maior atividade de fosfolipase (59%). O isolamento de C. 

parapsilosis foi observado em 51% das mãos de profissionais da saúde e indivíduos saudáveis e o 

estudo demonstrou que todas foram produtoras de proteinase e que destes, 84,6% mostraram alta 

atividade enzimática (BONASSOLI et al., 2005). Apesar das exoenzimas hidrolíticas serem um 

importante mecanismo de virulência para fungos do gênero Candida, há uma heterogeneidade entre os 

resultados encontrados, quanto a sua incidência e quantidade de produção. Os resultados de atividade 

enzimática encontrados em isolados de indivíduos sadios, nem sempre são significativamente menores 

que para os isolados provenientes de infecção. Em nosso trabalho, foram avaliados apenas isolados de 
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indivíduos sadios, mesmo assim observamos que alguns isolados apresentavam uma expressão maior 

de virulência quanto à produção destas enzimas, comparados aos valores observados para os de 

Candida provenientes de sítios de infecção fúngica.  

Os resultados de hemólise observados em ágar sangue demonstraram que a maioria do isolados 

apresentaram a capacidade de produzir lise total das hemácias (beta hemólise) com 48 horas de 

incubação (figura 2).  

 
Figura 2. Fator hemolítico em ágar Sabouraud dextrose suplementado com glicose e sangue de carneiro, demonstrando a 

presença do halo de hemólise total (beta hemólise) ao redor da colônia de isolados de C. albicans da saliva de profissionais 

da saúde e controle negativo C. parapsilosis ATCC 22019. 

 

 

A análise da média dos resultados de hemólise obtidos entre a razão do diâmetro do halo de 

hemólise mais o diâmetro da colônia dividido pelo diâmetro da colônia, mostrou que C. albicans 

apresentou 2,41 e C. parapsilosis 2,57. De um total de 47 isolados, apenas 4 isolados foram negativos, 

sendo 3 C. albicans e 1 C. parapsilosis, desses 4 isolados não apresentaram a atividade de proteinase, 

nem fosfolipase (tabela 4). 

 
Tabela 4. Resultados do fator hemolítico, apresentando o número de isolados e média apresentada pelos isolados de C. 

albicans e C. parapsilosis isoladas da saliva de profissionais da saúde.  

 

Espécies (n0 isolados) 

Tipos de Hemólise  

Alfa Beta Gama (não hemolítico) 

C. albicans (n=37) 0 34 (2,41±0,53)ӿ 3 

C. parapsilosis (n=10) 0 9 (2,57±0,49)ӿ 1 

ӿ média ± desvio padrão  

 

Luo et al (2001) ao avaliarem diversas espécies de Candida ssp. demonstraram que todas os 15 

isolados de C. albicans foram produtores de beta hemólise (média de 1,718) e nenhum isolado de C. 

parapsilosis foi capaz de lisar as hemácias.  Segundo suas observações com 24 horas há apenas a 

formação de alfa hemólise e a beta hemólise com um halo externo de alfa hemólise ocorre com 48 
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horas, sugerindo que a beta hemólise é conseqüência do amadurecimento fisiológico do fungo. Em 

nossos resultados, este fato foi observado tanto para C. albicans e C. parapsilosis.  Ygit e Aktas (2009) 

avaliaram atividade hemolítica em 15 C. albicans, sendo todas produtoras de beta hemólise, com um 

fator hemolítico médio de 2,32, já as 7 C. parapsilosis estudadas não apresentaram nenhum tipo de 

hemólise. Apesar de trabalhos demonstrarem a ausência de atividade hemolítica em isolados de C. 

parapsilosis, França et al. (2009) avaliando 34 isolados de C. parapsilosis observaram em todas as 

amostras atividade hemolítica, sendo que a maioria destas com fraca atividade (1,5 a 2,7), resultados 

estes semelhantes aos valores encontrados em nosso trabalho. Bonassoli et al. (2005) estudaram C. 

parapsilosis da microbiota normal da mão de profissionais da saúde, observaram também atividade 

hemolítica na maioria (25/26) dos isolados, com beta hemólise detectada em 16 isolados (61,5%) e alfa 

hemólise em 9 (34,6%). A hemólise dos eritrócitos humanos é causada por uma manoproteina presente 

na parede celular do fungo (WATANABE et al., 1999) que resulta na liberação de ferro, importante no 

processo na invasão do fungo no hospedeiro (ODDS et al., 1988; MANNS et al., 1994).  Entretanto a 

estrutura e função da virulência desta manoproteína ainda é pouco estudada, sendo necessários estudos 

posteriores para investigar a natureza dos fatores hemolíticos secretados por espécies de Candida, sua 

aplicação em diagnóstico e identificação e seus efeitos no hospedeiro humano.   

O teste de suscetibilidade por disco de difusão é um método interessante para a pesquisa de 

cepas resistentes de Candida spp. por ser um método simples, barato, de fácil execução, com resultados 

são obtidos rapidamente e não sendo necessário de equipamento especializado (MATTAR et al, 2003; 

ESPINEL-INGROFF, 2007). Os resultados de suscetibilidade in vitro através do método de disco 

difusão para os 37 isolados de C.albicans mostrou para fluconazol o diâmetro dos halos formados 

variou de 22 a 40 mm, para voriconazol de 25 a 40 mm, itraconazol variou de 14 a 28 e para anfotericina 

B de 18 a 25 mm. Estes resultados não classificaram nenhum dos isolados como resistentes aos 

antifúngicos avaliados, sendo observados 8 (21,6%) classificados como dose dependente. Os resultados 

apresentados para C. parapsilosis foram fluconazol 30 a 45 mm, para voriconazol de 30 a 46 mm, 

itraconazol variou de 17 a 27 mm, com 1 (10%) isolado classificado como dose dependente. E para 

anfotericina B o diâmetro do halo variou de 19 a 22 mm, sem nenhum isolado resistente (Tabela 5 e 

Figura 3). 

Poucas avaliações de suscetibilidade in vitro utilizando método de disco difusão em amostras 

de Candida spp isoladas de profissionais da saúde têm sido realizadas. Negri et al. (2009) estudaram 

C. albicans e C. parapsilosis isolados das mãos de profissionais da saúde do Hospital Universitário de 

Maringá e não encontraram isolados resistentes ao itraconazol, anfotericina B e fluconazol utilizando 

esta metodologia. A população avaliada neste estudo não foi submetida a nenhum tipo de tratamento 

com antifúngico, o que explicaria a ausência de cepas resistentes. Uma vez que a resistência a 
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antifúngicos é relativamente baixa, e geralmente esta associada a prolongadas exposições ao tratamento 

antifúngico, como ao fluconazol e a anfotericina B (LEWIS, et al., 1998; ENWURU et al., 2008). 

 
Tabela 5. Resultados da variação do diâmetro do halo observados no teste de suscetibilidade in vitro, através o método de 

disco difusão para isolados de C. albicans e C.parapsilosis provenientes da saliva de profissionais da saúde. 

Espécies(n)/antifúngico Variação do diâmetro do 

halo (mm) 

Dose dependente Resistente 

C. albicans (37)         

               Fluconazol 22 a 40 0 0 

              Voriconazol  25 a 40 0 0 

             Itraconazol 14 a 28 8 0 

            Anfotericina B 18 a 25 0 0 

C. parapsilosis (10)          

           Fluconazol 30 a 45 0 0 

          Voriconazol 30 a 46 0 0 

          Itraconazol 17 a 27 1 0 

        Anfotericina B 19 a 22 0 0 

 

Figura 3. Teste de suscetibilidade por disco difusão do isolado 111 de C. albicans em meio Ágar Mueller Hinton 

suplementado glicose e azul de metileno após 24 horas de incubação. 

 
 

Estudos em hospitais brasileiros demonstram que C. albicans é o principal agente de 

candidemias, seguido por C. parapsilosis, este último relacionado principalmente com infecções 

exógenas (MIRANDA et al. 2009). Estas duas espécies foram as principais isoladas da saliva de 

profissionais da saúde em nosso estudo, e apresentaram importantes características de virulência, que 

são importantes para o estabelecimento da infecção. Esses profissionais de saúde atuam diretamente 

com pacientes suscetíveis, alertando para a necessidade de prevenção, para evitar a disseminação 

desses microrganismos no ambiente hospitalar (PRADO et al., 2002; PALOS et al., 2009). 

 

4 CONCLUSÃO  

Reportamos a colonização de profissionais da saúde com isolados de C. albicans e C. 

parapsilosis apresentando atividade de proteinase e fosfolipase, sendo que alguns destes fortemente 

produtores. Foi também detectado nestes isolados, a presença de fator hemolítico e a maioria se 
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mostrou sensível ao fluconazol, itraconazol, anfotericina B e voriconazol através do método de disco 

difusão. A detecção de isolados de C.albicans e C. parapsilosis isolados da saliva de profissionais da 

saúde, produtores de importantes fatores de virulência, responsáveis pelo estabelecimento da infecção, 

evidenciam a necessidade de medidas de prevenção para evitar a transmissão exógena destes 

patógenos, especialmente no ambiente hospitalar. 
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