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"A ciéncia nao ¢é apenas uma disciplina de razao,
mas também de romance e paixao."

- Stephen Hawking
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Resumo

A frequéncia das infecoes fungicas tem vindo a aumentar nos ultimos tempos devido a
crescente resisténcia aos antifingicos, e por isso, tém-se tornado mais relevantes,
especialmente em individuos com condicoes de sauide subjacentes ou com sistema
imunoloégico enfraquecido. Por outro lado, atualmente, estima-se que cerca de 150
milhGes de pessoas sao afetadas por infe¢oes do trato urinario (ITU) todos os anos, sendo
que uma em cada cinco mulheres adultas tem pelo menos um episédio durante a sua
vida. Enquanto isto, a candidose vaginal est4 associada ao crescimento excessivo das
espécies de Candida, que por sua vez, tem um impacto significativo na saude sexual das
mulheres. Embora, as infe¢oes por Candida constituam um problema na satde puablica
a nivel mundial, a sua caracterizagao epidemiolégica no trato geniturinario é dificil de

determinar, devido a falta de estudos que correlacionam os dois nichos.

O objetivo deste estudo foi estudar a relagdo entre a micobiota vaginal e urinaria dos
quadros clinicos de infecGes vaginais e infe¢oes urinarias causadas por Candida, através
da suscetibilidade aos antiftingicos, da formacao de biofilmes e tubo germinativo, assim

como a adesao in-vitro as células HeLA de isolados clinicos.

Os resultados evidenciaram maior suscetibilidade antifingica e formacao de tubo
germinativos em isolados de uroculturas masculinas. Porém, as leveduras dos isolados
de mulheres, demonstraram maior capacidade de infecao e adesdao. Contudo, os isolados

que mostraram maior patogenicidade sao de utentes hospitalizados e de idade avangada.

Deste modo, observa-se uma maior patogenicidade em isolados provenientes de utentes
femininas com infecdo urinaria. Neste sentido, considera-se necesséaria a vigilancia
epidemiologica, auxiliando o diagnostico com a correlacdo de estudos clinicos e a

confirmacao da presenca da levedura.

Palavras-chave

Candida; fatores viruléncia; infecGes nosocomiais; resisténcia antifingica; trato genito-

urinario
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Abstract

Fungal infections have been on the rise recently due to increasing resistance to antifungal
drugs, and therefore become more virulent, especially in individuals with underlying
health conditions or weakened immune systems. Currently, an estimated 150 million
people are affected by urinary tract infections (UTIs) every year, with one in five adult
women having at least one episode in their lifetime. Meanwhile, vaginal candidiasis is
associated with the overgrowth of Candida species, which in turn has a significant impact
on women’s sexual health. Although Candida infections are a public health problem
worldwide, their epidemiological characterization in the genitourinary tract is difficult to

determine due to the lack of studies correlating the two niches.

The aim of this study was to investigate the relationship between the vaginal and urinary
micobiota in clinical cases of vaginal infections and urinary infections caused by
Candida, through assessment of antifungal susceptibility, biofilm and germ tube

formation, as well as in-vitro adhesion to HeLA cells.

The results showed greater antifungal susceptibility and germ tube formation in isolates
obtained from male urocultures. Although, in isolates obtained from females, showed a
greater capacity for infection and adhesion. However, overall, the isolates that showed

greater pathogenicity were from hospitalised and elderly patients.

This leads to the conclusion that there is greater pathogenicity in isolates obtained from
female patients with urinary tract infections. Epidemiologic surveillance is needed to
support diagnosis, that requires correlation with clinical studies and confirmation of the

presence of the yeast.

Keywords

Antifungal resistance; Candida; Genitourinary tract; Nosocomial infections; Virulence
factors
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1. Introducao

A microbiota humana é constituida por varios microrganismos, que colonizam varios nichos, tais
como o trato gastrointestinal, trato genital, trato urinario, pele, boca, entre outros. Portanto,
alguns dos microrganismos desempenham funcgbes cruciais na manutencdo da satde do
hospedeiro, estabelecendo uma relagao simbidtica benéfica que garante a sua sobrevivéncia, e,
em contrapartida, protegem o hospedeiro contra os microrganismos mais patogénicos [1]. Por
isso, as alteracoes na microbiota estdo associadas a uma variedade de condicGes de saide,
incluindo doencas autoimunes, distirbios gastrointestinais, obesidade, diabetes e doencas
inflamatorias [2]. Contudo, a microbiota varia entre individuos, até mesmo os que vivem na
mesma regido geografica, sendo os imunocomprometidos, o grupo mais afetado por infecGes

fangicas devido ao desequilibrio da microbiota [3]

As infecoes fingicas sdo uma preocupacao na saude publica a nivel mundial. As pessoas com
condic6es de satde subjacentes ou com um sistema imunitario enfraquecido, tal como doencas
cronicas, historico de tuberculose, infecao pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), cancro

e diabetes mellitus sdo um grupo vulneravel de contagio de infecdo fiingica nosocomial [3, 4].

As infe¢Oes nosocomiais, também conhecidas como infe¢Ges hospitalares, sdo infe¢des adquiridas
pelo paciente durante o tratamento, por isso nio se manifestam antes das 48 horas apds a
admissao hospitalar. Geralmente, estes tipos de infe¢oes sao causadas por patogenos bacterianos,
virais ou fangicos, onde os tipos mais comuns incluem as infe¢6es do trato urinério associadas ao
uso de cateter. Desta forma, os pacientes internados em unidades de cuidados intensivos, que
passam por procedimentos médicos mais invasivos e recebem antibi6ticos de largo espetro, bem
como aqueles que tomam medicamentos imunossupressores, também enfrentam um grande risco
de contrair este tipo de infecGes. [3, 4, 5] Os casos de infegdo fiingica estdo a aumentar a medida

que a populacao mais vulneravel continua a expandir. [5, 6]

De acordo com a OMS, a ameaca global crescente de infe¢Ges fingicas € agravada pela resisténcia
aos antifingicos e pela falta de tratamentos eficazes o que prolonga os internamentos
hospitalares. Por sua vez, aumenta a necessidade de medicamentos antifingicos mais caros e,
muitas das vezes, mais toxicos, gerando implicacoes significativas para a satde humana. [7]
Contudo as mortes por doencas flingicas que tém vindo a aumentar podem ser “cinco a seis vezes
superiores as realmente relatadas e podem gerar um encargo econémico de 24,3 mil milhoes de
dolares” [8]

Dos agentes microbianos associados a este tipo de infecdo destaca-se a Candida spp. e a
Nakaseomyces glabratus. Em particular, a Candida albicans encontra-se no grupo de risco
critico, seguido pela Candida parapsilosis e Nakaseomyces glabratus num grupo de alta

prioridade. [7]
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1.1. Microbiota urinario

O trato urinario abrange o rim, uréter, bexiga e uretra, ou seja, todo o sistema envolvido na
producdo, transporte, armazenamento e excrecdo da urina. Contudo, os 6rgaos reprodutores
também podem contribuir para a constituicdo microbiana, como a vagina, colo do atero, pénis e
a superficie da pele pubiana [9]. Inicialmente, acreditava-se que a urina era estéril, mas apos
alguns estudos, apercebeu-se através do trato urinario de individuos saudéveis, que a urina abriga

uma vasta comunidade microbiana [10].

Entretanto, a quantidade de microrganismos em individuos saudéaveis, é geralmente baixa, sendo
o suficiente para considerar a urina estéril em testes laboratoriais de padrao [9, 10]. No entanto,
quando ocorre um desequilibrio na microbiota, da-se uma infecdo do trato urinério. Isto pode
resultar em sintomas como dor ao urinar, maior frequéncia em urinar, dor abdominal e mal-estar
geral [11]. Nestas situacoes, o tratamento médico geralmente é necessario para eliminar a infecao

e restaurar o equilibrio da microbiota urinaria.

Estima-se que anualmente, cerca de 150 milhdes de pessoas sdo afetadas com ITUs, sendo que
uma em cada cinco mulheres adultas tem pelo menos um episédio ao longo da vida [12]. Um
estudo evidencia que mais de 100 espécies de multiplos géneros residem no trato urinario
humano [9]. Entretanto, a composicdo da microbiota do trato urinario varia de pessoa para
pessoa e pode ser influenciada por uma variedade de fatores de risco, demonstrados na Tabela 1

[13, 14].

Tabela 1 - Fatores de risco associadas as ITUs.

Diabetes mellitus; Cancro;

Cateteres urinarios; Transplante renal;
Imunossupressao; Sexo feminino;

Internamento nos cuidados intensivos; Habitos de higiene inadequados;
Cirurgia no trato urinario; Gravidez;

Idade avancada (> 60); Doencas sexualmente transmissiveis;

Uropatia obstrutiva;

As ITUs podem afetar tanto homens quanto mulheres, mas existem algumas diferencas
significativas em relacdo a incidéncia, sintomas e fatores de risco. As mulheres tém uma
incidéncia superior em relacdo aos homens, e isso ocorre em parte devido a anatomia feminina,
pois a uretra é mais curta e mais proéxima do anus, o que facilita a entrada de microrganismos na
bexiga [10]. Contrariamente, os homens tém a uretra mais longa, o que pode proteger contra
infe¢bes do trato urinario, e para além disso, a presenca da prostata também influencia devido a
secrecdo de fluidos que podem ajudar a proteger contra as infegdes [9]. Em consequéncia, pode
resultar numa maior incidéncia de infe¢Ges urinérias assintomaticas, pois os homens podem ser
menos propensos a desenvolver sintomas evidentes da infecao. Isto implica que, na maioria dos

casos o homem € portador de microrganismos patogénicos, que posteriormente, se manifestam
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na parceira como infecdo urinéria, ou até mesmo, como infecio vaginal. A maioria das infecGes
urinarias assintomaticas sao descobertas durante os exames médicos de rotina, mas nao sdo

tratadas com antimicrobianos [14].

Embora, as ITUs causadas por fungos tenham ganho mais destaque na investigacao, o papel desta
comunidade microbiana na satide ainda nao é totalmente compreendido. Porém, as leveduras
mais comuns encontradas no microbiota urinario tanto no homem como na mulher incluem C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, N. glabratus, C. guilliermondii, C. kefir, C. lusitanae e

Candida dubliniensis [15].

1.2. Microbiota vaginal

A microbiota vaginal é constituida por uma comunidade de microrganismos que habitam
naturalmente na vagina e desempenham papeis importantes mantendo o equilibrio da satde
vaginal [16, 17]. Varios estudos demonstraram, que a microbiota vaginal de mulheres saudaveis é
essencialmente constituida por lactobacilos, sendo cruciais para a sintese de acido latico e outros
compostos que mantém um pH acido na vagina. Este pH acido cria um ambiente desfavoravel
impedindo a proliferacao de patégenos associados a doencas inflamatorias pélvicas, candidose,
infecGes sexualmente transmissiveis (ISTs) e papilomavirus humano [17, 18]. Caso contrario, cria-

se um ambiente propicio para uma disbiose vaginal.

H4 diversos fatores que podem induzir o aparecimento das infecGes vaginais, quer sejam fatores

intrinsecos quer sejam extrinsecos, referidos na Tabela 2 [19].

Tabela 2 - Fatores intrinsecos e extrinsecos que induzem o aparecimento de infe¢es vaginais.

Fatores intrinsecos Fatores extrinsecos
Gravidez; Atividade sexual;

Diabetes mellitus; Hébitos de higiene inadequados;
Polimorfismos genéticos; Uso de contracetivos;
Libertacdo de estrogénios; Alergias;

Terapia de reposicdo hormonal Uso de roupa interior de nylon apertada;

Para além disso, as gravidas sdo um grupo de risco, pois a gravidez é uma condi¢do que contribui
para a variabilidade da flora vaginal devido as adaptacées fisiolégicas que ocorrem durante o
desenvolvimento do feto [18, 19]. Deste modo, o estudo de Mtibaa demonstrou que a incidéncia
da infecdo vaginal é rara antes da puberdade, sendo mais prevalente em mulheres na idade fértil,
assim como em mulheres submetidas a terapia de reposicio hormonal. Estas evidéncias podem
ser explicadas através da atividade sexual ou do aumento das hormonas durante a gestacio, em

gravidas [20].
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Entre as infeges vaginais causadas pela Candida spp., destaca-se a C. albicans, mas ultimamente

tém vindo a emergir algumas espécies de Candida nao albicans [16, 17, 18].

1.3. Candidose

Candida spp. faz parte flora comensal do sistema geniturinario, do trato gastrointestinal, da pele
e da cavidade oral de individuos saudaveis. Quando se da uma perturbagao do equilibrio normal
da flora, que por sua vez, induz infecbes oportunistas com causa endégena ou exdgena, designa-

se por candidose [8].

As lesGes causadas pela doenca podem variar de superficiais a crénicas envolvendo varias zonas
do corpo como a boca, garganta, vagina, prepucio, entre outras mencionadas na Figura 1. Num
hospedeiro imunodeprimido ha maior suscetibilidade de contrair varias infe¢des por Candida
sendo ainda mais dificil de tratar ou até mesmo erradicar devido a crescente resisténcia aos
antimicrobianos e a baixa imunogenicidade do portador [19]. Nestas situacoes, € crucial fazer um

diagnostico correto para uma maior eficiéncia terapéutica.

O diagnostico baseia-se no exame fisico e no exame laboratorial. O exame fisico consiste
principalmente na presenca de placas brancas, erupcoes vermelhas/prurido/corrimento e retira-
se uma amostra para que seja posteriormente reencaminhada para o laboratério [21; 22]. O exame
laboratorial consiste na identificacao por diferentes métodos fenotipicos que incluem o exame das
suas caracteristicas morfologicas e a analise da capacidade em fermentar diferentes substratos

[22].
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Figura 1 — Representacdo de alguns tipos de candidose. Imagem original criada com

BioRender.com.
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1.3.1. Candidose urinaria

A candiddaria define-se por infeciao na urina causada por Candida spp., sendo estes os principais
agentes causadores das infecGes fiingicas do trato urinario. Este tipo de infecOes afeta
principalmente pacientes hospitalizados, tal como foi mencionado anteriormente. [23, 24].
Alguns estudos, demonstram uma diminui¢do na percentagem de ITU causada por bactérias
(Escherichia coli, Proteus e Pseudomonas) e um aumento na percentagem causada por fungos,

especialmente espécies de Candida [4, 25].

A predisposi¢do para ITU por Candida incluem idade avangada, sexo feminino, diabetes mellitus,
hospitaliza¢ao prolongada, entre outros mencionados na Tabela 1. Neste grupo de fatores de risco,
por norma é possivel corrigir os fatores subjacentes ou, remover/substituir o cateter em pacientes

com cateter urinario prolongado [24].

No entanto, na atualidade nao ha diretrizes claramente estabelecidas para o diagnéstico de ITUs
por Candida. Quanto ao tratamento com terapia antifingica geralmente nao é recomendada em
pacientes assintomaéticos, caso contrario, receita-se um antifingico que ajuda a atingir as

concentracoes desejadas na urina comprovada na segunda amostra [26].

1.3.2. Candidose vulvovaginal

A candidose vaginal é a segunda causa mais comum de vaginite, sendo mais frequente em
mulheres na idade reprodutiva. Atualmente, estima-se que aproximadamente 70% das mulheres
na idade fértil tém pelo menos um episodio da doenca e 45% sofrem de uma recorréncia [21, 27,
28]. A grande maioria deste tipo de infe¢des sdo causadas pela Candida albicans, mas também
em alguns casos é causada por espécies de Candida nao albicans, especialmente a N. glabratus

[20, 21].

Clinicamente, este tipo de infecdo afeta mulheres de todas as faixas etarias, principalmente, na
idade fértil, constituindo um problema na satide ptablica mundial [21]. Apesar da infecdo nao
colocar em risco a vida da mulher, causa desconforto, irritagdo, prurido intenso, dor e interfere
com a vida sexual [21, 22, 29]. No entanto, a origem da infecio varia de mulher para mulher e o
tratamento depende muito do avanco da infecdo assim como o estado imunolégico da portadora.
Em alguns estudos, verificou-se que cerca de 20% do microbioma vaginal de gravidas e 30% em
mulheres imunodeprimidas, sdo colonizadas por Candida spp., principalmente pela C. albicans
sendo a mais prevalente, seguida por espécies de Candida nao albicans, como N. glabratus, e C.

parapsilosis [22, 30].

O tratamento para a CV envolve o uso de antifingicos, que podem ser administrados por duas

vias:
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Via tépica — geralmente sao inseridos na vagina com um aplicador sob forma de creme, gel ou
supositorio vaginal. O antifingico mais comum aplicado através desta via é o clotrimazol e ndo

necessita de receita médica [29].

Via oral - é mais comum em casos mais graves, como a candidose vaginal recorrente em que o

médico prescreve o medicamento, como por exemplo, o fluconazol [29].

Entretanto, o tratamento depende muito da gravidade da infecdo e se o antifingico é
administrado numa dose dnica ou periddica. Para além disso, atualmente ainda estdo a ser
estudadas outras alternativas de tratamento mais eficazes devido ao aumento da exposicao
recorrente das mulheres aos antifingicos, que posteriormente, desenvolvem resisténcia aos

mesmos [22, 29, 30].

1.4. Leveduras da familia Debaryomycetaceae

1.4.1. Género Candida spp.

O género Candida é um grupo diversificado com mais de 100 espécies diferentes como agentes
etiologicos de infecdo humana que pertencem ao reino Fungi [31, 32]. Sdo encontradas em grande
variedade de habitats, incluindo o ambiente aquético, plantas, animais e seres humanos.
Portanto, as espécies de Candida sdo comensais pertencendo a microbiota da mucosa oral, trato
gastrointestinal e vagina em individuos saudéveis. Por outro lado, sdo conhecidas por causar
infec¢Oes oportunistas promovendo candidose invasiva, que é amplamente reconhecida como uma
das principais causas de morbilidade e mortalidade [31]. Por isso, é de extrema importancia tratar
as infecbes de Candida no trato urinario, principalmente em doentes imunocomprometidos,
podendo progredir para uma candidose invasiva. A candidose invasiva é uma doenca causada por
diferentes espécies de Candida na corrente sanguinea, e cada uma dessas espécies possui
caracteristicas tinicas em relacdo ao seu potencial de invasio, viruléncia e suscetibilidade a
antifingicos. Entretanto, o problema clinico mais desafiador é o aumento da taxa de isolamento
de Candida nao albicans (Nakaseomyces glabratus, Candida parapsilosis, Candida

guilliermondii e Candida ciferri) e o rapido crescimento da resisténcia aos antifingicos [33].

As espécies pertencentes ao reino Fungi apresentam estruturas esféricas, podendo ser
unicelulares, formar pseudo-hifas (estruturas filamentosas ndo verdadeiras) ou hifas em certas
condicGes ambientais. Estas estruturas podem ser observadas ao microscopio e sdo importantes
para a patogenicidade e capacidade de formacao de biofilme. Para além disso, na observacao
macroscopica em placas de cultura, as colonias de Candida spp. podem variar na cor, textura e
tamanho, dependendo da espécie especifica e das condicoes de crescimento. Geralmente, as
colonias podem ser brancas ou amareladas variando no tamanho de colénias pequenas a grandes.

Elas também podem ser descritas como hiimidas ou secas [31, 33].
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Como ja referido anteriormente, a espécie mais prevalente é a Candida albicans, porém, nas
dltimas décadas, a sua dominancia tem diminuido a medida que o ntimero de infe¢des invasivas

por espécies de Candida nao albicans aumentaram [31, 32, 33].

1.4.1.1. Candida albicans

Candida albicans é uma levedura oportunista que faz parte do microbioma humano, e coloniza
assintomaticamente, mas em casos de sistema imunologico enfraquecido, mudancas hormonais,
uso frequente de antibi6ticos, diabetes, gravidez e certos medicamentos, como corticosteroides e
contracetivos orais, induz candidose [18, 19]. Esta espécie apresenta varios mecanismos de
adaptacido, podendo crescer em microambientes diferentes [34, 35, 36]. Visto que, apresenta
capacidades de polimorfismo, uma transicio morfoldgica entre a forma leveduriforme e hifa, um
fator importante na sua viruléncia pois facilita a sua disseminacdo no organismo humano. Os
outros fatores de viruléncia que podem ser citados é, a expressao de adesinas sobre a superficie
em superficies abibticas ou bidticas, a formacao de biofilmes, e a secrecdo de enzimas hidroliticas

[34].

A transicdo morfologica entre leveduras e hifas permite maior interacdo do fungo com o
hospedeiro, além disso, as etapas da morfogénese incluem a adesao, proliferacao, formacao de
hifas, maturacao do biofilme e dispersdo das células. Estas transicbes morfologicas sao
fundamentais para a formacgao e estabilidade dos biofilmes de Candida albicans, contribuindo
para a colonizacao e persisténcia em varios ambientes juntamente com outras espécies de fungos

[35].

Em relacao as infe¢oes provocadas pela Candida albicans que afetam varias partes do corpo, as

mais comuns é na cavidade oral, vulvovaginal, cutanea, balanoprepucial e sistémica [36].

1.4.1.2. Candida parapsilosis

Candida parapsilosis é a segunda espécie do género Candida mais comum em isolados
causadores de candidose nosocomial na Europa [37]. Apesar de ser considerada parte da
populacido microbiana em individuos saudéveis, é também isolada das maos de profissionais de

saude que sdo reconhecidas como um importante vetor [38].

Esta espécie apresenta varias caracteristicas, algumas relacionadas com a sua viruléncia, sendo
amplamente conhecida pela sua capacidade de adesdo e formacio de biofilmes em superficies,
como em cateteres venosos centrais (CVC) e noutros dispositivos clinicos [37]. Ao contrario da C.
albicans, a C. parapsilosis nao forma hifas verdadeiras, apenas se apresenta em fase de levedura

ou pseudo-hifas. Para além disso, produz enzimas extracelulares, que expressam diferentes
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fenotipos e na presenca de concentragoes elevadas de glucose e lipidos é capaz de proliferar, ou

seja, é muito comum infecao desta espécie em diabéticos [39].

As infec¢Oes por esta levedura sdo prevalentes em criangas desnutridas e recém-nascidos com
baixo peso a nascenca e também em pacientes que foram submetidos a intervengoes invasivas.

Porém, as taxas de morbilidade e mortalidade sao altas em casos de doenca invasiva [37, 40].

Entretanto, alguns estudos relatam que os isolados clinicos de C. parapsilosis sio menos
suscetiveis as equinocandinas e, em certas regioes, foi observada resisténcia ao tratamento com

fluconazol, o que complica a escolha da terapia antifingica [38].

1.4.1.3. Candida guilliermondii

Candida guilliermondii, reclassificada como Meyerozyma guilliermondii [41] apresenta diversas
vantagens para potenciais aplicacées em diversos produtos industriais devido a capacidade de

secrec¢do de proteinas com baixa modificacao de glicosilagio [42].

Quanto as caracteristicas morfologicas, a C. guilliermondii é uma levedura facultativa anaer6bica
com uma temperatura 6tima de crescimento a 30°C, tolerando no maximo 42°C. Semelhante a
outras leveduras industriais, pode ser cultivada em meios de cultura ricos em nutrientes, como o

meio SDA e/ou meio YPD. Nao produz hifas [42, 43].

A C. guilliermondii é conhecida a nivel mundial por causar infecGes, incluindo na corrente
sanguinea (candidémia), no trato urinario e nas mucosas, sendo classificada como patogénica
emergente oportunista. As infecGes nosocomiais por esta estirpe estdo associadas a uma taxa de

mortalidade baixa, mas é descrita como tendo uma elevada resisténcia antifingica ao fluconazol

[44].

1.4.1.4. Candida ciferrii

Candida ciferri foi descrita pela primeira vez em 1964 por Yarrow, Statzell-Tallman e Fell, em
homenagem ao micologista Cesare Ciferri [J]. E um fungo ascomiceto leveduriforme, conhecido

como Stephanoascus ciferrii ou Trichomonascus ciferrii [46].

Quanto as suas condigoes de crescimento, a C. ciferri cresce em agar Sabouraud dextrose (SDA)
em diferentes temperaturas (22 °C, 27 °C e 37 °C) ap6s uma semana e as colonias sao tipicamente
redondas e brancas. Ao contrario de C. albicans, nao forma tubos germinativos a 37 ° C e nao
fermenta galactose, lactose, maltose, sacarose e rafinose. Além disso, com base das caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas, a levedura pode ser erradamente identificada como outros fungos,

como Cryptococcus neoformans e Cryptococcus laurentii [46].

Inicialmente foi descoberta em isolados de origem animal, e posteriormente em 1983 foram

detetados os primeiros casos em pacientes com idade avancada, mas devido as limitagdes que
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existiam nao conseguiram provar que a C. ciferri era a levedura patogénica [47]. Anos mais tarde,
especificamente entre 2000 e 2019, a incidéncia do patégeno aumentou na Europa de forma
preocupante, estando associada em varios casos de candidose invasiva, onicomicose, pneumonia,
e entre outras [46]. Para além disso, também se verificou a presenca deste fungo em pacientes

imunossuprimidos e de idade avancada [48, 49, 50].

Através da analise de Berkow, cerca de 49% dos isolados apresentam resisténcia ao fluconazol,
que por sua vez € a primeira linha de tratamento para candidose sistémica e local, e também usado
para prevenir candidose invasiva nos servicos de cuidados intensivos [46, 48]. Devido a este grave
problema clinico, é de extrema importancia implementar tratamentos adequados para limitar a

propagacdo de agentes patogénicos flingicos emergentes resistentes a medicamentos.

1.5. Leveduras da familia Saccharomycetaceae
1.5.1.1. Nakaseomyces glabratus

Nakaseomyces glabratus, conhecida como Candida glabrata, pertence a familia
Saccharomycetaceae, mas devido a diferencas filogenéticas com a Candida spp. foi reclassificado
no género Nakaseomyces. Para além disso, € morfologicamente idéntica com a Saccharomyces

cerevisiae, ao contrario das outras espécies de Candida [51].

Esta levedura unicelular, relativamente as outras leveduras do género Candida, nao é dimoérfica
e cresce como blastésporo. Quando observada em microscopio apresenta, uma estrutura oval e
nao forma hifas, mas em certas condi¢oes de crescimento tem capacidade de formar pseudo-hifas.
Quanto ao seu meio de crescimento, a N. glabratus cresce em meio SDA a 37°C e apresenta
colonias homogéneas de cor branca com uma textura cremosa, como qualquer espécie de
Candida. Em CHROMagar, as colonias aparentam ser rosa ou roxo. Relativamente ao
metabolismo, esta espécie tem a capacidade de realizar fermentagio da glicose, produzindo alcool

etilico e CO2 como produtos finais, e ainda metaboliza outros a¢tcares, como a maltose e sacarose

[52].

Entretanto, a N. glabratus ganhou destaque na investigacdo porque inicialmente ndo era
considerada como um ser patogénico oportunista, mas sim um microrganismo comensal
pertencente a flora de individuos saudaveis, sobretudo ao microbioma gastrointestinal [53].
Porém, nas ultimas décadas tem sido a causa de multiplas infecbes em varios paises, sobretudo
em ambientes hospitalares. Entre as infe¢oes fingicas, esta a candidose invasiva, que por sua vez,
encontra-se associada a uma alta taxa de mortalidade [54]. Este tipo de infecdo, ocorre
predominantemente em pacientes com o estado mais grave do sistema imunolbgico

comprometido, tal como, em pacientes transplantados, idosos, pacientes expostos ao largo
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espetro de antibio6ticos, entre outros. Para além disso, é o segundo agente causador de infecées

vulvovaginais em todo mundo [53].

Um dos fatores que contribuem para a alta disseminacao da levedura, deve-se a resisténcia aos
antifingicos, principalmente aos azdis, o que torna dificil o combate. Contudo, esta resisténcia
pode ser adquirida devido ao elevado uso de antimicrobianos nos tratamentos, especialmente o
fluconazol, que é frequentemente usado no tratamento de infecoes flngicas [55]. Para além da
resisténcia aos antifingicos, a N. glabratus forma biofilmes conferindo facil adaptacio em

diferentes habitats, aumentando a dificuldade no tratamento das infecoes [54].

1.6. Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia sao carateristicas que os microrganismos possuem, tal como, as espécies
de Candida, e confere-lhes capacidades de induzir les6es nos tecidos causando doengas. Mas para
que a infecdo ocorra, as leveduras tém de conseguir invadir e colonizar superficies biéticas (células
do hospedeiro) e/ou abidticas (implantes, cateteres e outros dispositivos médicos), sobreviver e
disseminar novos tecidos ou 6rgaos [19]. Entre os fatores de viruléncia, destaca-se a capacidade
de adesao e formacao de biofilme, e a capacidade de produzir formas filamentosas que facilitam
a invasao do tecido hospedeiro [19, 56]. Entretanto, a patogenicidade do agente depende dos
fatores de viruléncia que possui. Por exemplo, C. albicans tem a capacidade de aderir através de
adesinas e formar biofilmes, assim como a N. glabratus, mas para além disso, ainda consegue
formar estruturas filamentosas o que confere maior grau de patogenicidade [57]. Em estudos in
vivo com modelos de animais com infecao fangica, confirma-se que a C. albicans é a levedura
mais patogénica, assim como, em estudos in vitro demonstram que € a espécie que mais fatores

de viruléncia expressos comparativamente as outras espécies mencionadas na sec¢ao 1.4. [56, 58].

Portanto os fatores de viruléncia mencionados anteriormente, faz com que os patégenos fangicos
referidos anteriormente sejam de dificil tratamento, e por sua vez, estao associados a altas taxas

de morbilidade e mortalidade [59].

10
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1.6.1.  Adesao e formacao de biofilmes

O crescimento e a disseminagdo das leveduras é determinada pela adesdo e formagao de biofilmes.
A adesdo é uma etapa fundamental para garantir a sobrevivéncia do agente patogénico no

hospedeiro.

A capacidade de adesdo das leveduras, da-se através das interacoes fisicas e quimicas, como as
forcas de Van der Waals, as interacoes hidrofobicas e as ligagbes ionicas. Nos tecidos, as células
fangicas estabelecem liga¢Ges com os recetores especificos (fibrinogénio, fibronectina e laminina)
do hospedeiro através das adesinas. A importancia da capacidade do fungo em aderir as células,
tecidos ou outros tipos de superficies expostas a circulacao de fluidos, é um pré-requisito para a

colonizacdo e a subsequente infe¢ao [60, 61].

De seguida, verifica-se a proliferagdo e maturacao do biofilme. As células microbianas encontram-
se organizadas em biofilmes, e raramente sdo encontradas como células individuais no seu
microambiente. Porém, a formacao de biofilmes das leveduras depende do tipo de material em
que esta em contacto, bem como, da espécie envolvida. Cada espécie apresenta peculiaridades
significativas em termos de formacao de biofilme, o que resulta em diferentes morfologias,

composicao da matriz extracelular e resiliéncia aos agentes antifngicos [62].

Os biofilmes sdo um grupo de microrganismos dinamicos, envolvidos por uma camada
heterogénea, definida como matriz do biofilme. Esta matriz é composta por carboidratos,
proteinas, glicose, fosforo, entre outros. Para além disso, contribui para a protecdo e tolerancia
aos microrganismos contra os agentes antifingicos, pois a matriz pode agir como uma barreira
impedindo que haja passagem destas substancias. No entanto, o crescimento dos biofilmes é
limitado pela temperatura, existéncia de nutrientes no meio ambiente e pela difusdo destes
mesmos na matriz. Dentro deste grupo, existem biofilmes que podem ser compostos por uma
Unica espécie ou varias espécies, sendo designados por biofilmes polimicrobianos. Quando se
trata de biofilmes polimicrobianos, os microrganismos podem estabelecer relacoes sinérgicas ou
relagOes antagonistas, onde se podem beneficiar mutuamente ou competir entre si por nutrientes

produzindo compostos que inibem o crescimento de outros microrganismos residentes [60].

A formacao de biofilmes das espécies mencionadas na seccao 1.4. é dividida em 3 fases: numa fase
inicial em que o biofilme ainda esta a se formar (0-6 horas), fase intermediaria (7-12 horas) e por
fim, a fase madura (13-48 horas). Apos as 48h da formacéao do biofilme, inicia-se a disseminacao
das células fungicas originando infecOes graves e persistentes, o que agrava a situacdo dos

pacientes ja internados [63].

De acordo com o National Institutes of Health (NIH), estima-se que mais de 65% de todas as
infecGes microbianas em humanos estdo associadas a biofilmes [64]. Em casos de infeces

recorrentes, a eliminagdo dos biofilmes necessita da administracio de doses elevadas de

11
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antifangicos, e/ou até mesmo a remocdo do dispositivo médico causador da infecdo, que

posteriormente origina complicag0es significativas pondo em causa a vida do paciente [63].

1.6.2. Tubo germinativo

As hifas desempenham um papel crucial na invasao de tecidos, pelo que a C. albicans tem a
capacidade de apresentar, na forma leveduriforme, pseudo-hifa e hifa. Por outro lado, as espécies

de Candida nao albicans nao produzem tubo germinativo da mesma forma.

Entre a fase de leveduras e a formacdo de hifas existe um estado de transicdo, os tubos
germinativos, com capacidade de escapar a fagocitose dos macroéfagos, resultando numa maior

probabilidade de invadir os tecidos do hospedeiro e causar mais lesoes [65].

Entretanto a forma leveduriforme, pseudo-hifas e hifas diferem nas funcées e morfologia celular.
Em relacgao as leveduras, cuja funcao principal é a disseminacao, sdo unicelulares e reproduzem-
se assexuadamente por gemulacdo. As células pseudo-hifas facilitam a adesao e invasdo inicial,
tém formas multicelulares longas, variando na largura e comprimento, sendo parcialmente
idénticas as hifas. Por altimo, as hifas sdo multicelulares em forma de tbulos e desenvolvem-se
a partir de uma célula de levedura nao germinada. Posto isto, as hifas sdo cruciais na invasao de
tecidos, formacao de biofilmes e evasdo de respostas imunes, contribuindo para a viruléncia da C.
albicans [66].

Vérios estudos mencionam que a Candida albicans sem a formagao de tubos germinativos,
apresenta menor capacidade de invasao de tecidos comparativamente com hifas do tipo selvagem
[65]. Deste modo, verifica-se que o aumento da taxa de candidose em pacientes
imunocomprometidos durante o periodo de internamento nos cuidados intensivos est4 associado

a presenca de hifas nos dispositivos médicos [65, 66].

12
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2. Objetivo

A realizacao deste trabalho tem como objetivo principal estudar a relacdo entre os quadros
clinicos de infe¢oes vulvovaginais por Candida spp. e as infe¢des urinarias causadas por fungos.
Assim como, compreender os mecanismos de viruléncia e adaptacdo ao hospedeiro dos fungos

colonizadores e a sua relacdo entre o micobiota vaginal e urinaria.

Para realizac¢ao deste objetivo em especifico, pretende-se:

1. Estudar a distribuigio das espécies de Candida presentes na colonizacdo do trato urinério
e vulvovaginal;

2. Estudar a resisténcia aos antifingicos de compostos azdlicos (fluconazol e clotrimazol)
através da avaliagdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) do método da
microdiluicao em placa;

3. Caraterizar os isolados quanto a capacidade de expressao de fatores de viruléncia para
estabelecer infecdo, tais como a:

a. Formacao de Biofilme;
b. Formacao do tubo germinativo da C. albicans;
¢. Adesio in-vitro de isolados urinarios e vaginais de C. albicans a uma linha celular

cervical (HeLa).

Secundariamente, procurou-se conhecer as carateristicas clinicas, demograficas e
microbioldgicas dos doentes que realizaram colheitas para uma anéilise comparativa destas
infecOes, nomeadamente a faixa etaria, sexo, diabetes, gravidez, data da colheita e identificacao

da estirpe.

13
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3. Materiais e métodos

3.1. Populaciao em estudo

Consideraram-se dois grupos de estudo: o grupo de pacientes diagnosticados com infecio
urinaria, dos quais foram recolhidas uroculturas entre dezembro de 2022 a junho de 2023 e o
grupo de pacientes diagnosticados com Candidose Vulvovaginal (CVV) das quais foram recolhidas
zaragatoas da vagina pelo prof. Doutor José Martinez de Oliveira entre janeiro de 2021 a agosto

de 2022.

As amostras provenientes de zaragatoa do exsudado vaginal foram requisitadas pelo consultério
privado de ginecologia, no auxilio do diagnoéstico clinico, que correspondeu a 25 isolados. Apés a
recolha, as leveduras obtidas das zaragatoas foram isoladas em meio SDA. As colénias tipicas de
Candida spp foram repicadas para SDA, e ap6s crescimento, criopreservadas em BHI-glicerol a -
80°C. A identificagdo da espécie foi realizada recorrendo a analise automatizada de 46 reacées
bioquimicas (VITEK, BioMerieux), em colaboragio com o Servigo de Patologia Clinica do CHUCB.
Por outro lado, as amostras provenientes de uroculturas foram identificadas através de testes
bioquimicos realizados pelo sistema VITEK, tendo sido requisitadas em contexto de urgéncia,
consulta externa ou internamento do CHUCB, que correspondeu a 37 isolados (17 de pacientes do

sexo masculino e 20 de pacientes do sexo feminino).
3.2. Recolha de dados

Os dados relativos aos isolados de uroculturas foram fornecidos através da consulta dos processos
clinicos no CHUCB pelas coorientadoras prof Doutora Paula Pestana e Rita Ferrdo. Os dados
relativos aos isolados provenientes dos exsudados vaginais foram fornecidos pelo Prof. José
Martinez de Oliveira. Ap6s concluir este processo, foi criada uma base de dados de forma
anonimizada utilizando o programa Microsoft Excel onde posteriormente, foram analisados os

dados, assegurando assim a confidencialidade e a protecao de informacoes dos pacientes.

Os grupos em estudo foram caracterizados tendo em conta a origem da amostra (internamento,
consulta, urgéncia), faixa etaria, género, diabetes mellitus, gravidez e por fim, a identificacao da

estirpe.

3.3. Materiais e reagentes

Tabela 3 - Lista do material utilizado ao longo do estudo.

Material Origem
Incubadora 37°C Binder, Dias de Sousa S.A., Portugal
. Grant- bio, Grant Instruments, Fisher
Densitometro L
Scientific, New Jersey
Leitor de microplacas Bio-Rad, Estados Unidos da América
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Agitador orbital
Minispin
Microscopio 6tico

Camara de Neubauer
Vortex

Elétrodo de pH

Balanca
Microscopio 6tico invertido

Contador de colénias

Microscopio de fluorescéncia

Aralab Agitorb 200, Lisboa, Portugal
MiniSpin Eppendorf, Alemanha
Nikon YS100, Japao
OptikLabor, Alemanha
Labnet international, Estados
Unidos da América
Crison, Espanha
RADWAG, AS160/C/2, Pol6nia
Olympus IX51, Thermo Fisher Scientific,
Estudos Unidos da América
Colony Counter Digital, Selecta S.A., Espanha

Axio Imager A1, Carl Zeiss, Alemanha

Tabela 4 - Lista dos reagentes utilizados ao longo do estudo.

Reagentes Origem
RPMI-1640 Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América
Meio SDA VWR Avantor, Estados Unidos da América
. Thermo Fisher Scientific, Estados
Meio YPD Unidos da América
Meio BHI

Meio DMEMF-12

Tampao MOPS
FBS

PBS 1x

Cristal violeta a 0,05%
Acido acético a 33%
Metanol
NaCl

Fluconazol (Ci3H1.F-NsO)

Clotrimazol (C».H;,CIN)
Penicilina

Estreptomicina

VWR Avantor, Bélgica

Thermo Fisher Scientific, Gibcon, Reino
Unido
Thermo Fisher Scientific, Bélgica

Biochrom, mbH, Berlim, Alemanha
Na2HPOg4, Fisher Scientific, Estados Unidos
da América; 20 mM KH2PO4
VWR, Avantor, Estados Unidos da América
Fisher chemical, Estados Unidos da América
Fisher chemical, Estados Unidos da América
Sigma-aldrich, Estados Unidos da América
Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos da
América
Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América
Sigma- Aldrich®, Portugal
Sigma- Aldrich®, Portugal

3.4. Pré-inoculo das leveduras

Para a realizacdo dos ensaios, os microrganismos sao repicados no dia anterior em placas de SDA,

que posteriormente sao incubadas durante 24 horas a 37°C para permitir o seu crescimento.
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3.5. Avaliacao da suscetibilidade antifangica

A atividade antimicrobiana de todos os isolados, tanto as uroculturas como as de exsudado
vaginal, foi determinada através da concentracdo minima inibitéria (CMI), segundo as normas do
método de referéncia para testes de diluicio em caldo com o objetivo de determinar a”

sensibilidade a terapia antifingica dos fungos”.

Para a realizacdo do procedimento, foram feitos 2 ensaios independentes em duplicado. As
culturas foram pré-inoculadas no dia anterior. De seguida comecou-se a preparar a solucao de
stock (que posteriormente é armazenada para uma futura utilizacao) e a solucao de trabalho:

e Solucdo de Stock = 1,28 mg de antifingico em 1 ml de HO;

e Solucdo de trabalho de fluconazol = 100pl de solugio de stock + gooul de meio RPMI-

1640.
e Solucdo de trabalho de clotrimazol = 10ul de solucdo de stock + 9ggoul de meio RPMI-
1640.
Numa placa de 96 pocos estéril, transferiu-se 200ul de solucao de trabalho na primeira linha de
pocos (linha A) e nos restantes pocos adicionou-se 100ul de meio RPMI-1640. Posteriormente,
sdo feitas diluicGes seriadas, tal como demonstra a Figura 2.
Das placas de SDA do pré-inoculo, retirou-se duas a trés colénias que foram ressuspensas no meio
RPMI-1640 até uma concentracdo de 0.5 Macfarland (1x10¢ células/mL), com o auxilio do
densitémetro. Desta suspensio, foi preparada a suspensio de trabalho, ao diluir 10ul em 490pl
de meio RPMI-1640; seguindo-se outra diluicdo de 100ul em 1900ul de RPMI-1640. Foram
retirados 100ul da suspensao de trabalho e misturados em todos os pocos até a linha F inclusive.
Por altimo, a placa de 96 pogos foi incubada a 37°C por 24h para depois serem lidas no leitor de

placas com absorvancia a 600nm.
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@w Incubar a 37°C por 18-24h e de seguida, ler a absorvancia

Figura 2 — Ilustracdo esquemaética do procedimento da realizagdo dos ensaios da atividade

antimicrobiana, criada com BioRender.com.

3.6. Avaliacao da capacidade de formacao de biofilmes

A capacidade de formacao de biofilmes foi avaliada através da quantificacdo da biomassa total
corada com o cristal violeta. Para este procedimento foram realizados 2 ensaios independentes
em quadruplicado para cada isolado, sendo que o ensaio teve a duracao de 4 dias como se verifica

na Figura 3.

As amostras foram pré-inoculadas, tal como foi mencionado anteriormente. De seguida, as
colonias foram ressuspendidas em meio YPD e incubadas por 24h num agitador orbital a 37°C a
150 RPM.

Apoés a incubacio as células foram recolhidas por centrifugacio a 13000 RPM durante 2 minutos
e este processo repete-se intercaladamente duas vezes, com lavagens de 1mL de PBS estéril. As
células recolhidas foram ressuspensas no meio RPMI-1640 até uma concentracdo de 0.5
Macfarland (1x10° células/mL) através do densitometro. Desta suspensao final, pipetou-se 10oul

por poco numa placa de 96 pocgos estéril, sendo posteriormente, incubada a 37°C por 24h.

No tltimo dia do ensaio, retirou-se com cuidado o meio com a ponta encostada na borda do poco
e efetuaram-se trés lavagens com 10opul de PBS estéril para garantir que as células plancténicas
foram retiradas. Adicionou-se 100ul de metanol a 99%, por 15 min com o objetivo de fixar o
biofilme. Depois de ter o biofilme fixado, observou-se em microscopio invertido, recolhendo-se
fotografias dos biofilmes formados em cada espécie por género. Estas imagens adquiridas foram

observadas numa ampliacao de 100x, 200X e 400X.

Coraram-se os biofilmes de cada poco com 100l de cristal violeta por 15 min. Passado os 15 min,
removeu-se indiretamente com cuidado o corante sob a dgua corrente. De seguida, o biofilme foi
ressuspendido numa solucao de 150ul acido acético a 33%. Por fim, realizou-se uma diluicao de
1:10, colocando-se 10ul do biofilme preparado anteriormente no respetivo po¢co numa nova placa

de 96 pocos estéril com gopl de acido acético.

Por ultimo, a placa de 96 pocos foi lida no leitor de placas com absorvancia a 590nm.
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Figura 3 — Ilustragdo esquemaética dos ensaios para a determinag¢io da capacidade de formacao

de biofilmes, criada com BioRender.com.

3.7. Avaliacao da capacidade de formaciao de tubo
germinativo

Para a realizacdo do ensaio, foram selecionados especificamente isolados C. albicans, quer nos

isolados de uroculturas quer nos isolados de exsudado vaginal.

Inicialmente, preparou-se as suspensoes de leveduras em PBS estéril, até a uma concentragio de
1 Macfarland (2 milhGes de células/mL). Posteriormente, transferiu-se 250ul para um preparado
com 650ul de YPD e 100ul de 10% de FBS. De seguida, a cultura foi incubada a 37°C por 2h num

agitador orbital com 150 RPM. Apés a incubacio, pipetaram-se 10ul da cultura na cimara de
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Neubauer para a observagao no microscopio 6tico com uma ampliacdo de 400x no intuito de

determinar a percentagem de células com tubo germinativo.

Os resultados obtidos para cada isolado foram classificados através da proporg¢ao de células com

tubo germinativo do total de células existentes, como demonstra a seguinte Equacdo 1:

Total de células % 100 (1)

% de células com tubo germinativo = - —
Total de células com tubo germinativo

Tubos esterilizados com PBS

"
>
{3{l .
3r
\/ Cémara newbauer

@ Observagao ao microscopio para a contagem de leveduras com e
sem tubo germinativo

FBS - Fetal Bovine

YPD - Yeast Peptone
Dextrose

B
BT e vpo

250 pl de suspensao preparada

‘B +
MF Lty \ 650 pl de meio YPD
+

100 pl de FBS

HBEEE]
- - - -

20 L

Preparagao da suspensao final com FBS e meio YPD

Figura 4 — Ilustragdo esquemaética dos ensaios para a quantificagdo de tubos germinativos

formados, criada com BioRender.com.

3.8. Avaliacao da adesao nas células HeLa

Para este estudo, foram incluidas oito amostras (3 isolados provenientes de urinas de pacientes

do sexo masculino, 2 isolados provenientes de urinas de pacientes do sexo feminino e 3 isolados

provenientes de exsudado vaginal) de C. albicans. Para a realizacao deste procedimento, foi

utilizada uma linha celular humana isolada do colo do ttero com adenocarcinoma (células HeLa

ATCC® CCL-2TM) [671].

Cultura de células

Primeiramente, comegou-se por preparar o meio completo DMEMF-12, onde se verifica a sua

constituicdo na Tabela 5.
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Tabela 5 - Constituicdo do meio DMEMF-12.

Meio de cultura DMEMF-12
6 g de DMEMF-12
0,8 g de Bicarbonato de Sodio

500 mL de 4gua pura
50 mL de FBS inativado

5 mL de Penicilina e Estreptomicina

O meio DMEMF-12 foi ajustado a um pH de 7,4 com o auxilio do elétrodo de pH, e esterilizado
através do método de filtracao utilizando uma unidade de filtracao. Uma vez que foi esterilizado,
semeou-se as células garantindo o seu crescimento a cada 48h até estarem prontas para a

passagem.

Para realizar a passagem, ou seja, passar as células para um novo T-flask esterilizado com meio
DMEMF-12. Em primeiro lugar, removeu-se o meio de cultura, e de seguida, submeteu-se a
cultura celular a acao da tripsina, de forma a cobrir todas as células no frasco de cultura, que
posteriormente, sdo incubadas a 37°C entre 10 a 15 min, segundo as normas do ATCC [67]. Apbs
a incubacdo, adicionou-se meio para anular a acdo da tripsina e a suspensao foi submetida a
centrifuga (125 RCF durante 5 min) para separar as células do meio (sobrenadante). O
sobrenadante (meio e restos celulares nao viaveis) foi excretado e as células foram transferidas

para um novo frasco de cultura adicionado com meio DMEMF-12.
Semear células numa placa de 24 pocos estéril

Depois de as células estarem tratadas procedeu-se a contagem, e para isso, pipetou-se 1oul da
suspensao para um Eppendorf com 10pul de azul tripano. De seguida, tranferiram-se 1oul do
Eppendorf para a cimara de Neubauer, e com o auxilio do microscopio 6tico contaram-se o total

de células nos 4 quadrantes.

Através do namero total de células, calculou-se a média, multiplicando pelo fator de diluicao e

por 10 000 células/mL, como se verifica na seguinte Equacao 2.

ne total de células contadas

Ne de células = X fator de diluigdo x 10 000 (2)

ne de quadrantes contados

De seguida, calculou-se o volume inicial a pipetar através da Equacao 3, para preparacao da linha

celular.
Cyx V=0 xV;(3)
C, corresponde ao namero de células calculado com a Equacao 2;

'V, corresponde ao volume que é necessario para retirar;
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C. corresponde ao namero de células pretendidas (2x105 células/mL);
V. corresponde ao volume final pretendido da suspensao no tubo (10mL).

Contudo, o valor da incognita é o volume inicial de células a ser transferido para um novo tubo
com o meio DMEMF-12. Deste modo preparou-se a linha celular, adicionando 3,3 mL de células
HeLa num tubo de falcon com 6,7 mL de meio DMEMF-12. Com a linha celular preparada,
semeou-se 500l numa placa de 24 pocos estéril como demonstra a Figura 5. Por fim, a placa é

incubada a 37°C por 24h.

5 6

D
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Figura 5 - Representacdo da placa de 24 pocos com suspensdo da linha celular, criada com

BioRender.com.

No dia seguinte, fez-se uma suspensao em meio DMEMF-12 de 0.5 Macfarland (1 milhao de
células/mL) de leveduras obtidas dos isolados selecionados com base dos resultados da avaliagdo

da capacidade de formagao de tubo germinativo.
Controlo do UCF/mL da suspensao de leveduras

Da suspensao, pipetou-se 10pl de leveduras e ressuspendeu-se numa nova placa de 96 pocos com
gopl de PBS estéril, em quadruplicado. Apoés a ressuspensao diluiram-se seriadamente 1:10, até a
diluigdo 104 e por sua vez, transferiram-se 5l de cada dilui¢do para placas de petri com meio de
cultura SDA, tal como demonstra a Figura 6. De seguida, as placas de SDA foram incubadas a
37°C por 24h com o objetivo de contar as colénias formadas, e assim estimar o ntmero de

UFC/mL da suspensio infetante.
Infecao da linha celular

Da suspensao, pipetou-se 1 mL para o respetivo pog¢o com a linha celular, em duplicado, e a placa
foi incubada por 2h a 37°C. Apés a incubacdo, foi retirado o sobrenadante. De seguida, foram
efetuadas 2 lavagens com PBS 1x (1 mL), com o objetivo de remover leveduras em suspensio. As
leveduras aderidas foram removidas pela adi¢cao de uma solucao de 0,01% de tripsina (1 mL). De

seguida, foram transferidos 1oul para os respetivos pogos, numa nova placa de 96 pocgos estéril
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com 9ol de PBS estéril, em quadruplicado. Destas placas foram feitas dilui¢des seriadas 1:10 até
a diluicao 104, e transferiu-se 5ul com o auxilio da multicanal para uma placa de SDA, como se
encontra representado na Figura 6. De seguida, foi incubada por 24h a 37°C para depois proceder

a contagem das colénias dos isolados por placa de SDA.
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Figura 6 — Representacdo do esquema da infe¢do da linha celular com a C. albicans nos pocos

para a placa SDA, criada com BioRender.com.

Imagens por microscopia

Para obtencao de imagens por microscopia, o ensaio foi realizado como descrito anteriormente,
mas recorrendo a colocacdo de lamelas na placa inicial, antes da sementeira com a linha celular.
Na placa inicial de 24 pocos com a linha celular + C. albicans de cada isolado, procedeu-se a
coloracao com hematoxilina e eosina. Em primeiro lugar, lavou-se 2 vezes com 500ul PBS estéril
e depois adicionou-se 1mL de formaldeido durante 15 min, para fixar as células com o objetivo de
manter a sua integridade. Em segundo lugar, foi feita intercaladamente a coloracéo por 1 a 2 min
com a lavagem de 4gua destilada, comecando pela hematoxilina e depois a eosina. Por tltimo, fez-
se a desidratacdo da lamela e colocou-se na lamina para a observacdo em microscopio de

fluorescéncia com ampliacdo 400x e 630x.

3.9. Analise estatistica

Dos ensaios da quantificacdo de biofilmes formados, calculou-se a média e o desvio padrao. Os
ensaios foram considerados conformes quando o desvio padrio foi igual ou inferior a 25%.
Através da média foram feitos os graficos de barras com o respetivo desvio de padrao. Quanto aos
ensaios da formagdo do tubo germinativo apenas foram validados quando se obtiveram dois
ensaios, cuja diferenca na formacao de tubos germinativos seria inferior a 15%. Por fim, no estudo
da adesao a células Hela foram realizados 4 ensaios em duplicado, e os valores de UFC/mL foram

convertidos em log;o.

A analise estatistica e os graficos de barras foram feitos no One-way ANOVA. Os valores de p
iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados

foram analisados utilizando o software Graphpad Prism 8.
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3.10.Consideracoes éticas

Para a realizacao deste estudo, foi obtido o parecer da comissao de ética, assim como a autorizacao
do Presidente do Conselho de Administracdo e da Diretora do Servico de Patologia Clinica e da
Comissio de Etica do CHUCB [anexo I].
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4.Resultados

4.1. Caraterizacao da populacao em estudo

A populacao em estudo € constituida por 37 isolados de uroculturas de 35 pacientes, das quais 18
sdo do género feminino (54%) e 17 do género masculino (46%), tal como demonstra o grafico da
Figura 7. Para além disso, ainda foi obtido 25 isolados de exsudado vaginal de 20 pacientes.

Entretanto, ndo ha qualquer relacdo entre os pacientes de quais foram recolhidos os isolados de
uroculturas e os de exsudado vaginal.

= Feminino

® Masculino

Figura 7 - Representacdo grafica da distribuicao dos isolados de uroculturas por género.

A grande maioria dos isolados de pacientes com infecao urinaria teve origem no internamento,

com cerca de 62% (n=23). Por outro lado, no servico de consulta externa, apenas foram recolhidas

5 amostras (14%), como se verifica na Tabela 6.

Tabela 6 - Distribuicdo dos isolados de uroculturas e a respetiva percentagem da origem nos

servicos hospitalares.

Origem Ne¢ de isolados Percentagem %
Consulta externa 5 14%
Servico de urgéncia 9 24%
Internamento 23 62%
Total 37 100%

Amostras urinarias provenientes de pacientes do sexo masculino

No total obteve-se 17 amostras de uroculturas provenientes de diferentes utentes do sexo

masculino. Destes utentes, teve-se o conhecimento que 2 deles encontram-se
imunocomprometidos.
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Tabela 7 - Dados de casos clinicos de uroculturas provenientes de utentes do sexo masculino com

a presenca de leveduras.

Isolados Estirpe Idade Diabetes mellitus Origem
Ug C. albicans 83 Sim U
U6 C. albicans 89 Nao I
Ug C. albicans 87 Nao I

U1io0* C. albicans 41 Nao U
U12 C. albicans 80 Sim 1
U4 C. albicans 85 Nao I
Uis C. albicans 90 Sim I
U16 C. albicans 80 Sim 1
U23 C. guilliermondii 57 Sim U
U255 C. albicans 81 Nao I
U2y C. parapsilosis 81 Nao 1
Uso C. albicans 90 Sim I
U31 C. ciferrii 83 Nao C
U32 C. albicans 79 Nao I
Usg* C. albicans 41 Nao U
U35 C. albicans 85 Sim I
Us8 C. albicans 88 Nao I

*utentes imunodeprimidos
Amostras urinarias provenientes de pacientes do sexo feminino

Em relacao as pacientes femininas diagnosticadas com infec¢ao urinaria, recolheu-se no total 20
isolados de 18 pacientes, as quais tivemos o conhecimento dos dados clinicos demonstrados na
Tabela 8. Por isso, os isolados U7 e U11 foram recolhidos em dias diferentes da mesma paciente
internada. Quanto, aos isolados U18 e U20 também sdo da mesma paciente que por sua vez, deu

entrada no servico de urgéncia.

Tabela 8 — Dados de casos clinicos de uroculturas provenientes de utentes do sexo feminino com

a presenca de leveduras (as linhas sombreadas correspondem aos mesmos pacientes).

Isolados Estirpe Idade Diabetes mellitus Origem
Ur** C. albicans 71 Sim I
U2 C. albicans 91 Nao I
U3 C. albicans 65 Sim I
Us C. albicans 87 Sim I
U7 N. glabratus 48 Sim I
Us8 C. albicans 83 Nao U
U11 N. glabratus 48 Sim I
Ui13 C. albicans 80 Nao C
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U1y
U18
U19
U20
U21
U22*
U24
U28*
U29
Us33
U36*
Us7

C. albicans
N. glabratus
N. glabratus
N. glabratus
N. glabratus

C. parapsilosis

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

89
78
95
78
95
28
76
30
90
83
30
76

*Utentes gravidas **Utente internada nos UCI

Amostras de exsudado vaginal

Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao

O~ ~a—=0~0addd —

Acerca das pacientes diagnosticadas com candidose vulvovaginal, recolheu-se 25 isolados de

exsudado vaginal de 21 pacientes, cujos dados clinicos encontram-se na Tabela 9. Os isolados

VAG1, VAG2, VAG3, VAG4 e VAG11, recolhidos em dias diferentes, pertencem a mesma paciente

que foi diagnosticada com candidose vulvovaginal recorrente.

Tabela 9 - Dados dos casos clinicos de candidose vulvovaginal (as linhas sombreadas

correspondem ao mesmo paciente).

Isolados Estirpe Idade Diabetes mellitus
VAG1
VAG2
N. glabratus 64 Nao
VAG3
VAG4
VAG5 C. albicans 61 Nao
VAG6 C. albicans 62 Nao
VAG7 C. albicans 22 Nao
VAGS8 C. albicans 39 Nao
VAG9 C. albicans 69 Nao
VAG10 C. parapsilosis 72 Nao
VAG11 C. albicans 64 Nao
VAGi12* C. albicans 39 Nao
VAG13 N. glabratus 37 Nao
VAGi14 C. albicans 34 Nao
VAG15 C. albicans 77 Nao
VAG16 C. albicans 20 Nao
VAG17 C. parapsilosis 60 Sim
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VAG18 C. albicans 49 Nao
VAG19 C. albicans 70 Sim
VAG20 C. albicans 44 Nao
VAG21 C. albicans 49 Nao
VAG22 C. albicans 33 Nao
VAG23 C. albicans 38 Nao
VAG24 C. albicans 44 Nao
VAG25 C. albicans 44 Nao

*Utente gravida

4.2. Analise comparativa

4.2.1. Relacao da faixa etaria entre os isolados urinarios e

vaginais

Nos isolados de uroculturas de utentes masculinos, observou-se maior distribui¢ao na faixa etaria
dos 80-89 anos, com cerca de 65% (n=11 isolados). Por outro lado, observou-se menor
representatividade nas faixas etarias mais jovens, como se verifica no grafico da Figura 8. Porém,
a média das idades dos pacientes destes isolados em estudo é de 78 anos, sendo o paciente de

onde se obteve o isolado com a idade mais baixa de 41 anos e com a idade mais alta de 9o anos.

12

10

Numero de isolados
(=]

2
. 1 8

40-49 50-59 70-79 80-89 90-99

Intervalo da faixa etaria

Figura 8 - Representacao grafica da distribuicdo dos pacientes masculinos com infe¢do urinaria

segundo faixa etaria.

Nas amostras de uroculturas de utentes femininas foi registado maior nimero de isolados entre
os 80-89 anos (n=5 isolados). Por outro lado, registou-se apenas 4 isolados na idade fértil (20 —
50 anos), tal como se verifica no grafico da Figura 9. Portanto, a média das idades nesta populacao
de estudo é de 72 anos, sendo que a idade mais baixa é de 28 anos e com a idade mais alta é de 95

anos.
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4
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Figura 9 - Representacao grafica da distribuicao das pacientes femininas com infe¢do urinaria

segundo faixa etaria.

Em relacdo as amostras de exsudado vaginal representadas no grafico da Figura 10, verificou-se
uma diferenca na distribui(;ﬁo nas faixas etarias com os isolados da Figura 9. Isto é, o intervalo
dos 30-39 anos é a faixa etaria mais prevalente, com 6 isolados. No entanto, registou-se 13

isolados de infecao vaginal por Candida durante a idade fértil até a menopausa, ou seja, dos 20

20-29 30-39 40-49 60-69 70-79
Intervalo da faixa etaria

aos 50 anos.

~]1

P

98]

Nimero de isolados
[

-

Figura 10 - Representacio grafica da distribuigdo das pacientes com candidose vaginal segundo

faixa etéaria.

Dos 3 grupos de isolados, apenas nas uroculturas verifica-se em comum maior distribuicao a
partir da menopausa/andropausa, isto é, h4 maior semelhanca entre os grupos de pacientes com
infecdo urinaria (sexo feminino e masculino) comparativamente com as utentes diagnosticadas

com candidose vulvovaginal.
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4.2.2. Relacao do estado clinico entre os isolados urinarios e

vaginais

Os pacientes em estudo, dos quais foram recolhidos as uroculturas masculinas, verificou-se que
47% é classificada como saudavel (n=8 isolados), sendo desconhecida qualquer outro dado clinico
referente & sua saide. Em contrapartida, 41% s3o diabéticos (n=7 isolados) e 12% sao

imunossuprimidos (n= 2 isolados), tal como demonstra a Figura 11.

m Diabéticos  ®Saudaveis ® Imunosupressao

Figura 11 - Representacio grafica da distribuicdo do estado clinico dos pacientes do sexo

masculino com infec¢ao urinaria.

Acerca das pacientes femininas representadas na Figura 12, verifica-se uma diferenca entre
utentes saudéaveis (n=9 isolados) e utentes com diabetes (n=6 isolados). Por outro lado, 17%

corresponde a gravidas (n=3 isolados).

m Diabéticas m Saudaveis ® Gravidas

Figura 12 - Representacio grafica da distribuicao do estado clinico dos pacientes do sexo feminino

com infecdo urinaria.
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Ao contrario dos resultados apresentados anteriormente, as senhoras diagnosticadas com
candidose vulvovaginal (isolados de exsudado vaginal) demonstraram que 5% das mulheres sdo
gravidas (n=1) e 9% tém diabetes mellitus (n=2). Por fim, 86% das pacientes sdo classificadas
como saudaveis (n=18) por nao haver conhecimento de mais alguma outra condicdo de sadde

subjacente.

® Diabetes u Gravidez = Saudaveis

Figura 13 - Representacao grafica da distribuicdo do estado clinico das pacientes com candidose

vulvovaginal.

4.2.3. Relacao da distribuicao das espécies entre amostras

urinarias

Em isolados de uroculturas masculinas, verificou-se a presenca de 4 espécies de leveduras tal
como demonstra na Figura 14, C. parapsilosis, C. ciferrii, C. guilliermondii e a C. albicans, sendo
esta dltima a mais prevalente com cerca de 82% (n=14 isolados). As restantes encontram-se em

empate (6%), pois obteve-se 1 isolado de cada espécie.

C. gunllermondii
6%

C.parapsilosis
6%

C. albicans
82%

Figura 14 - Representagdo grafica da distribuigdo das estripes em isolados das uroculturas

provenientes de pacientes do sexo masculino.
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Nas amostras de utentes femininas, apenas se verifica a presenga de 3 leveduras, C. albicans, C.
parapsilosis e N. glabratus, representado nas Figuras 15 e 16. Deste modo, em ambos os grupos,
verificou-se uma igual distribuicdo, estando em primeiro lugar a C. albicans, seguida pela N.
glabratus e por fim, a C. parapsilosis.

C. parapsilosis
5%

C. albicans
65%

N. glabratus
30%

Figura 15 - Representagdo grafica da distribuicdo das estirpes em isolados de uroculturas

provenientes de utentes do sexo feminino.

No caso das amostras de utentes femininas com infe¢do urinéria, obtiveram-se 13 isolados com

C. albicans, 6 isolados com N. glabratus e por Gltimo, 1 isolado da espécie C. parapsilosis.

C. parapsilosis 8%
C. albicans 72%

N. glabratus 20%

Figura 16 - Representacao grafica da distribuic@o das estirpes em isolados de exsudado vaginal.

E nos 25 isolados de exsudado vaginal, verificou-se 18 isolados com C. albicans, 5 com N.

glabratus e 2 com C. parapsilosis.
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4.3. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada através do comportamento das leveduras quando
expostas ao fluconazol e clotrimazol. Na Tabela 10 e 11 podemos verificar, o CMI correspondente

a 50% de crescimento microbiano, para as respetivas espécies isoladas nas amostras urinarias.

Tabela 10 - As concentracoes minimas inibitérias de todas as leveduras obtidas dos isolados de

urina para o fluconazol (ug/ml).

‘ C.albicans  N. glabratus C. parapsilosis C. guilliermondii  C. ciferrii

Masculino | <2 <2 <2 <2 <2

Feminino | <2 <2 <2 - -

Tabela 11 - As concentragcoes minimas inibitérias de todas as leveduras obtidas dos isolados de

urina para o clotrimazol (ug/ml).

|C. albicans N. glabratus  C. parapsilosis  C. guilliermondii  C. ciferrii

Masculino | <1 <1 <1 <1 <1

Feminino | <1 <1 <1 <1 <1

Em todas as leveduras obtidas das uroculturas, verificou-se maior sensibilidade ao clotrimazol
comparativamente com o fluconazol. Através da Tabela 12, verifica-se que as leveduras dos
isolados de exsudado vaginal, demonstraram resisténcia a ambos os antiftingicos nas espécies C.

albicans e N. glabratus.

Tabela 12 - As concentragdes inibitérias minimas dos isolados da vagina para fluconazol e

clotrimazol (ug/ml).

‘ C. albicans C. parapsilosis N. glabratus
Fluconazol ‘ <2->64 <2 <2-64
Clotrimazol ‘ 32 ->64 <2 <o0-8

Para além disso, verifica-se maior resisténcia de N. glabratus ao fluconazol, enquanto a C.
albicans apresenta ser mais resistente ao clotrimazol. Porém, a C. parapstlosis apresentou o MIC

<2 pg/mL, demonstrando sensibilidade a ambos os antifiingicos.
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4.4. Formacao de biofilme

Nas leveduras provenientes de isolados de pacientes do sexo masculino com
infecao urinéria

Absorvincia

23 25 12 27 6 16 31 14 10 15 38 9 4 35 30 34 32

Isolados de uroculturas masculinas

- Candida albicans - Candida parapsilosis Candida ciferrii - Candida guilliermondii

Figura 17 - Formagdo de biofilmes das leveduras das uroculturas provenientes de utentes do sexo
masculino a 37°C apés as 24h de incubacido com a absorvancia a 500nm, e respetivo desvio-

padrao. Valores de p<0,05, sendo considerados estatisticamente significativos.

Das estirpes encontradas nas amostras urinirias masculinas, observa-se que a C. guilliermondii
(isolado 23) é a levedura que produz mais biofilme em relacao as restantes. Nas amostras com C.
albicans a que forma mais biofilme pertence ao utente do isolado 25 e a que forma menos biofilme

é do isolado 32.

Nas leveduras provenientes de isolados de pacientes do sexo feminino com

infecao urinaria

Absorvancia

22 20 5 24 18 21 19 7 17 1M1 13 8 1 3 29 37 2 28 36 33

Isolados de uroculturas femininas

- Candida albicans - Candida parapsilosis - Nakaseomyces glabratus

Figura 18 - Formacao de biofilmes das leveduras das uroculturas provenientes de utentes do sexo
feminino a 37°C ap6s 24h de incubagdo com a absorvancia a 590nm, e respetivo erro padrao.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Através da representacgao grafica na Figura 18, observa-se que as leveduras isoladas de utentes
femininas, sdo 6timas produtoras de biofilme. Entretanto, a C. parapsilosis (o isolado 22) foi a
que produziu mais biofilme, por outro lado, a C. albicans (isolado 33) foi o que produziu menos

biofilme.

Nas leveduras isoladas de exsudado vaginal provenientes de pacientes com

candidose vulvovaginal

Absorvancia

17 25 18 16 23 15 19 24 22 21 14 10 13 6 2 3 5 20 1 7 8 9 4 11 12

Isolados de exsudado vaginal

- Candida albicans - Candida parapsilosis - Nakaseomyces glabratus

Figura 19 - Formacéo de biofilmes das leveduras de isolados de exsudado vaginal a 37°C ap6s 24h
de incubacio com a absorvancia a 590nm, e respetivo erro padrao. Valores de p< 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

Acerca dos biofilmes formados pelas leveduras dos isolados demonstrados na Figura 19,
observou-se maior produgio de biofilme na C. parapsilosis (isolado 17). Dentro dos isolados C.
albicans, o que formou mais biofilme foi o isolado 25 e o0 que formou menos biofilme foi o isolado

12. Por fim, dos cinco isolados com N. glabratus, a que formou mais biofilme foi o isolado 13.

Nas leveduras isoladas das amostras de utentes gravidas

4

3 -
- Candida albicans

- Candida parapsilosis

Absorvancia
L+
1

u22 U288 VAG12 U36
Isolados de gravidas
Figura 20 - Formacdo de biofilmes das leveduras dos isolados de utentes gravidas a 37°C ap6s
24h de incubacdo com a absorvancia a 5900nm, e respetivo erro padrao. Valores de p< 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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Através dos 4 isolados de mulheres gravidas (correspondendo a trés uroculturas e um exsudado
vaginal), representados na Figura 20, é visivel maior valor de biomassa total no isolado U22 que

corresponde a C. parapsilosis em comparacao com os restantes (C. albicans).

4.4.1.  Visualizacao da formacao de biofilme

Através da utilizagdo do microscopio invertido, obteve-se as fotografias dos biofilmes formados
das quatro leveduras isoladas nas uroculturas provenientes de utentes do sexo masculino (C.
albicans, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. ciferrit) apos as 24h de incubagio a 37°C com as
respetivas ampliacOes, como se pode verificar na Figura 21. Em adi¢do, também se obteve imagens
de C. albicans, C. parapsilosis e N. glabratus das amostras de uroculturas provenientes de
utentes do sexo feminino e as amostras vaginais, como podemos verificar nas Figuras 22 e 23,

respetivamente.

Biofilmes de leveduras isoladas de uroculturas provenientes de utentes do sexo

masculino
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Figura 21 — Imagens de biofilmes formados pelas leveduras de quatro isolados de uroculturas de
pacientes do sexo masculino, obtidos pelo microscopio invertido com ampliacdo 40x, 100x e
200x. (a) Biofilme formado pela C. albicans isolada da urolcultura 15; (b) Biofilme formado pela
C. parapsilosis isolada da urolcultura 27; (c) Biofilme formado pela C. guilliermondii isolada da

urolcultura 23 e (d) Biofilme formado pela C. ciferrii isolada da urolcultura 31.

Biofilmes de leveduras isoladas de uroculturas provenientes de utentes do sexo

feminino
(a) Candida albicans (b) Candida parapsilosis (¢) Nakaseomyces glabratus

EX R

Figura 22 - Imagens de biofilmes formados pelas leveduras de 3 isolados de uroculturas
provenientes de utentes do sexo feminino, obtidas pelo microscopio invertido com ampliagio 40x
e 100x. (a) Biofilme formado pela C. albicans isolada da urolcultura 3; (b) Biofilme formado pela
C. parapsilosis isolada da urolcultura 22 e (c) Biofilme formado pela N. glabratus isolada da

urolcultura 21.
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Biofilme das leveduras obtidas de exsudado vaginal
(a) Candida albicans (b) Candida parapsilosis

YINE

5

40x%

100X

200x

Figura 23 - Imagens de biofilmes formados pelas leveduras obtidas do exsudado vaginal, obtidas
pelo microscopio invertido com ampliagdo 40x, 100x e 200x. (a) Biofilme formado pela C.
albicans isolada da urolcultura 20; (b) Biofilme formado pela C. parapsilosis isolada da

urolcultura 10 e (¢) Biofilme formado pela N. glabratus isolada da urolcultura 13.

Com as imagens obtidas, pode-se verificar que os biofilmes das leveduras obtidas dos utentes do
sexo masculino sao mais densos em comparacao as leveduras dos utentes do sexo feminino. Por
outro lado, verificou-se algumas semelhancas dos biofilmes entre as leveduras obtidas em
amostras urinarias provenientes de utentes do sexo feminino e as leveduras isoladas dos

exsudados vaginais.
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4.5. Formacao de tubo germinativo

A formacao de tubo germinativo é uma carateristica particular da C. albicans, sendo esta capaz
de realizar a transicao da forma de levedura para a forma hifal. Por isso, para a realizacdo deste
estudo selecionou-se 14 isolados de uroculturas provenientes de utentes do sexo masculino, 13
isolados de uroculturas provenientes de utentes do sexo feminino e 18 isolados de exsudado

vaginal.

Apbs as 2h de incubacido, contabilizou-se a média do total de hifas através da Equagio 1

representada na seccdo 3.7. e a respetiva percentagem

Tabela 13 — Média do niimero total de hifas e a respetiva percentagem da capacidade de

formacao de tubo germinativo da C. albicans de utentes masculinos.

Isolados Média Percentagem %
U4 1,5 1%
U6 53,25 11%
U9 96,25 34%

U1o 50,75 9%

Ui2 43,125 57%
U14 41,5 51%
Uis 39,5 29%
U16 47 19%
U25 31,375 37%
Uso 92,625 71%
Us2 20,5 20%
U34 46,75 50%
Uss 62,125 57%
U3s8 29,25 30%

Tabela 14 — Média do nimero total de hifas e a respetiva percentagem da capacidade de

formacao de tubo germinativo da C. albicans isolada de utentes femininas com infe¢ao urinaria.

Isolados Média Percentagem %
U1 85 67%
U2 47,875 27%
U3 26,375 7%
Us 37,625 6%
Us 31,375 5%
Ui3 63,625 25%
U17 157,375 40%
U24 8,5 4%
U28 126,375 16%
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U29

U33
U3s6

U37

7,125
41,625
96
69,75

1%
9%
33%
16%

Em utentes femininas, verificou-se que a grande maioria dos isolados C. albicans apresenta uma

taxa inferior a 20% de hifas formadas.

Tabela 15 — Média do nimero total de hifas e a respetiva percentagem da capacidade de formacao

de tubo germinativo da C. albicans de pacientes com candidose vulvovaginal.

Isolados Média Percentagem %
VAG5 98,875 8%
VAG6 24,25 4%
VAG7 0 0%
VAGS 182 47%
VAGo9 151,75 13%
VAG11 85 22%

VAGi12 192,75 39%
VAGi14 100,25 72%
VAG15 72,125 65%
VAG16 73 10%
VAG18 162,625 38%
VAG19 144,875 31%
VAG20 59,875 12%
VAG21 80,75 9%

VAG22 67,75 12%
VAG23 110,25 73%
VAG24 42,625 10%
VAG25 51,25 9%

Na Tabela 15, demonstra que a C. albicans obtida do isolado VAG7 apresenta 0% de tubo

germinativo, ou seja, microscopicamente nao observamos qualquer hifa formada.

Tabela 16 - Distribuico de isolados pela respetiva percentagem de formacao de tubo germinativo

da C. albicans.

Isolados de uroculturas

Isolado de

Homem Mulher exsudado vaginal
<10% 2 6 5
10 — 20% 3 2 5
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21— 30% 2 2 1
31— 40% 2 2 3
50 — 60% 4 - -
61 —70% - 1 1
71— 80% 1 - 2

> 80% - - -

Total 14 13 18

Dos 45 isolados com C. albicans, verificamos que 5 leveduras isoladas de uroculturas
provenientes de utentes do sexo masculino obtiveram >50% de hifas formadas, o que indica serem
mais virulentas do que as restantes amostras. Enquanto, que as leveduras isoladas de uroculturas
provenientes de utentes do sexo feminino (Tabela 14), demonstraram que apenas 1 amostra
apresentou mais de 50% de hifas formadas. No total de 18 isolados de exsudado vaginal, verificou-

se que, 3 deles apresentaram mais de 50% de hifas formadas.

4.6. Adesao da C. albicans as células HeLa

A adesfo e colonizacdo nas células HeLa por C. albicans foram caracterizadas pelo nimero de
microrganismos recuperados em UFC/mL, apo6s as 2h de infecdo. Para isso, selecionou-se 8
isolados através dos resultados dos ensaios da formag¢ao do tubo germinativo. Sendo as amostras
U12, Uso e U35 sao de uroculturas provenientes de utentes do sexo masculino, U1 e U17 sao de
uroculturas provenientes de utentes do sexo feminino, e por fim a VAG14, VAG15 e VAG23 sdo de
exsudado vaginal. Determinou-se assim, a percentagem da suspensao que aderiu as células HeLa,

tendo-se determinado o nimero de UFC/mL recuperado, como mostrado na Figura 24.

Tabela 17 — Média de UCF/mL e a respetiva percentagem de cada isolado que aderiu as células

HeLa, comparando com o niimero inicial de UFC/mL.

Isolados UCF/mL Percentagem

Ui2 0,27194 X 10° 27%

Uso 0,25749 X 10° 26%

Uss 0,256495 X 10° 26%

U1 0,416905 X 10° 42%

U1y 0,462170 X 10° 46%
VAG14 0,386105 x 10° 39%
VAG15 0,37157 X 10° 37%
VAG23 0,36030 x 10° 36%

Através da Tabela 17, observa-se que ambos os isolados de uroculturas provenientes de utentes
do sexo feminino (U1 e U17) demonstraram maior capacidade de adesao/infecao, seguidos pelos
isolados vaginais (VAG14, VAG15 e VAG23).
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Figura 24 - Representacao grafica do nimero de Unidades Formadoras de Colénias/mL

recuperado para cada isolado, ap6s a adesao nas células HeLa.

A ades@o nas células HeLa infetadas foi mais fraca nas leveduras isoladas de uroculturas
provenientes de utentes do sexo masculino, tal como se observa na figura 24. Por outro lado, as
leveduras isoladas de uroculturas provenientes de utentes do sexo feminino demonstraram uma
adesao mais forte nas células HeLa. Além disso, a infecao das estirpes das amostras de exsudado

vaginal mostraram-se ser relativamente idénticas entre si.

4.6.1.  Visualizacao da adesao nas células HeLa

Com o auxilio do microscopio de fluorescéncia, adquiriu-se fotografias da infecao da C. albicans
na linha celular do colo do ttero apds as 2h de incubacdo a 37°C, como se verifica na Figura 25.
Para uma comparacao entre os isolados, foi retirada uma fotografia ao controlo negativo (apenas
tem a linha celular) e aos isolados U30, U1 e VAG23, respetivamente. Verificou-se a semelhanca
na infecao acentuada entre os isolados provenientes de pacientes do sexo feminino, logo o isolado

de urocultura proveniente de um utente do sexo masculino possui visivelmente menor quantidade

de células de C. albicans aderidas.
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Figura 25 — Imagens microscopicas da infe¢cdo por C. albicans nas células HeLa, obtidas com
ampliacdo 400x e 630x. (a) Controlo negativo; (b) Isolado de urocultura provenientes de um
utente do sexo masculino; (c) Isolado de urocultura proveniente de utentes do sexo feminino e (d)

Isolado de exsudado vaginal.

43



Avaliacao do potencial virulento de leveduras causadoras de infe¢do urinéria e sua relagdo com a candidose vulvovaginal

44



Avaliacao do potencial virulento de leveduras causadoras de infe¢do urinéria e sua relagdo com a candidose vulvovaginal

5. Discussao

ATITU esta no top 3 das infe¢des mais comuns em humanos, sendo mais frequentes nos cuidados
de satide primarios. Os estudos tém mostrado uma alta incidéncia nas mulheres, 1 em cada 2
mulheres tém pelo menos um episédio de infecio urinaria ao longo da vida e 1 em cada 3 tém um
episddio antes dos 24 anos. Para além disso, observa-se um pico de incidéncia de ITU ndo
complicadas no género feminino entre os 18 e os 30 anos, coincidindo com a idade fértil (maxima

atividade sexual e gravidez) [68].

Geralmente, a maioria das mulheres tem episodios esporadicos e respondem bem ao tratamento,
embora haja cada vez mais casos de mulheres com candidose vulvovaginal recorrente devido a
resisténcia aos antifngicos. Estima-se, que cerca de 135 milhées de mulheres sofrem de
candidose vaginal recorrente (70% delas sao durante a gravidez) e 1,5 milhdes padecem da

doenca, especialmente as gravidas [69].

Portanto, as infe¢es fiingicas sao uma preocupacio significativa na satde ptiblica devido as suas
elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. Por isso, quanto mais rapido for o diagndstico e

tratadas da maneira mais adequada, menor serao as complicagoes associadas.

Contudo, nao ha estudos acerca da incidéncia de infe¢Ges urinarias por Candida em Portugal,
assim como também é desconhecida a relacao entre as infec6es genito-urinarias. Deste modo, este
estudo serviu para compreender a sua distribuicdo e a patogenicidade entre géneros num grupo

muito restrito da populacio portuguesa.

A caracterizacdo sociodemografica da populacdo em estudo mencionada nos resultados, o género
e a idade sao um fator de risco crucial no isolamento de Candida spp.. No total de isolados do
trato urinario, 54% sdo provenientes de utentes do sexo feminino com idades entre 28 e 95 anos
e as restantes do género masculino com idades entre 41 e 90 anos. Estes dados estdo de acordo
com a literatura, uma vez que os estudos demonstram haver uma maior distribuicdo nas mulheres
e em pacientes de idades avancada [23, 24, 70]. Dentro destes fatores de risco, a incidéncia de
candidémia a partir dos 70 anos é um fator preocupante porque a maioria dos pacientes deste
estudo estdo internados por causas que desconhecemos. Devido a estas causas, podem estar
predispostos a desenvolver uma candidose invasiva que esta relacionada com altas taxas de
mortalidade a nivel mundial. Num estudo no Brasil, o principal fator de risco em 132 casos de
ITUs por Candida foi devido a exposicdo de terapia medicamentosa e o uso prolongado de

cateteres urinarios [71].

Quanto as amostras vaginais, obteve-se maior niimero de isolados de mulheres na idade fértil (13
isolados) do que de mulheres na menopausa (8 isolados). Estes dados corroboram com estudos

anteriores, uma vez que mencionam maior distribuicao em mulheres na idade reprodutiva, assim
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como, em mulheres pds-menopausa que fazem terapia de substituicdo hormonal. O aumento da
infecdo por Candida spp nestas idades, coincide com outras condicbes subjacentes, como
diabetes, imunossupressao, libertacio hormonal, cancro, entre outros. A libertacao hormonal,
tem como consequéncia o aumento dos niveis de glicogénio nas células epiteliais, assim como

diabetes, o que favorece o crescimento da Candida [72].

Em isolados provenientes de uroculturas, a C. albicans é a espécie mais prevalente tanto em
uroculturas provenientes de utentes do sexo masculino como feminino. Porém, nas utentes
femininas a segunda espécie mais frequentemente isolada é a N. glabratus (30%), seguida pela
C. parapsilosis (5%). Em homens, nao se verificou a presenca da N. glabratus, mas em igual
prevaléncia temos a C. parapsilosis, C. guilliermondii e a C. ciferrii. No entanto, nao ha evidéncia
na literatura acerca da distribuicao de Candida spp. no tracto urinario do sexo masculino devido

ao baixo nimero de candidtiria em comparagao com o sexo feminino.

Em isolados vaginais, a espécie de Candida nao albicans com maior prevaléncia é a N. glabratus,
seguida pela C. parapsilosis, estando em concordancia com o estudo de Aroca (2020) na Espanha
[27]. Contrariamente, ao estudo realizado por Czechowicz (2022), que demonstrou que a terceira
espécie mais frequentemente isolada em episddios de candidose vaginal é a C. tropicalis [19], mas
Hashemi (2019) demonstrou que no Irdo a segunda espécie mais frequentemente isolada é C.
lusitaniae, seguida pela N. glabratus [73]; na Arabia, o Venugopal (2020) demonstrou que C.
tropicalis é a segunda espécie mais comumente isolada [74]. Entretanto, Bilal e coautores (2022)
reportaram, a N glabratus é a espécie menos comumente isolada na China [75]. Alguns fatores
podem contribuir para as diferencas na distribuicao das espécies de Candida em diferentes paises

como por exemplo, os padroes de tratamento, o estilo de vida e profilaxia.

Através da analise da origem das amostras urinarias, foi possivel verificar maior incidéncia da
infecdo por Candida em internamentos (62%), seguido pelo servico de urgéncia (24%) e por
altimo, pelo servico de consulta externa (14%). Estes dados estdo em concordancia com o estudo
retrospetivo de Lima (2017), que observou em 106 pacientes diagnosticados com candidtria, dos
quais 31,1% foram internados no servico de cuidados intensivos, 31,1% em urgéncia, 19,0% em
medicina interna, 7,5% na cardiologia, 4,7% nas unidades cirtrgicas, 3,8% na maternidade, 1,9%

na enfermaria e 0,9% na unidade renal [76].

A suscetibilidade das espécies de Candida das amostras clinicas, aos antifingicos fluconazol e
clotrimazol, foi avaliada utilizando a metodologia de microdilui¢do em caldo. O fluconazol, é um
dos medicamentos mais frequentemente prescritos contra a maioria das espécies de Candida,
além disso, é crucial salientar que é um antiftngico triazolico com atividade fungistatica e nao
fungicida [77]. O clotrimazol é um antifingico imidazélico com propriedades antifingicas
mediadas pela interacao com a sintese de ergosterol, que provoca o aumento da permeabilidade

da parede celular das leveduras perturbando a sua estrutura e func¢ao [78]. Para além disso, é dos
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medicamentos mais recomendados para o tratamento topico da candidose vulvovaginal e balanite

por Candida [79].

As estirpes presentes nos isolados de uroculturas demonstraram sensibilidade aos antiftingicos,
sendo que a sensibilidade é ainda maior quando expostos ao clotrimazol, assim como, a C.
parapsilosis dos isolados de exsudado vaginal. Por outro lado, as restantes leveduras
provenientes de isolados de exsudado vaginal, a C. albicans demonstrou o MIC <2 ug/mL a >64
pg/mL ao fluconazol e 32 pg/mL a >64 ug/mL ao clotrimazol. Enquanto, a N. glabratus obteve o
MIC <2 a 64 ug/mL ao fluconazol e <2 a 8 ug/mL ao clotrimazol. Apesar de ambas as leveduras
demonstrarem resisténcia a ambos os antifingicos, é visivel que a C. albicans é ainda mais
resistente. Varios estudos demonstraram o surgimento de resisténcia antifingica das leveduras
em casos de candidose vulvovaginal, tais como a C. albicans e de N. glabratus [80, 81]. Além
disso, as espécies nao albicans também demonstraram resisténcia aos antifingicos [81]. Na
Europa, é visivel a variacdo dos perfis de suscetibilidade antifingica das espécies de Candida
isoladas de pacientes com candidose vulvovaginal. Por exemplo, um estudo na Grécia mostrou
que 3,7% de 933 isolados de C. albicans foram classificados como resistentes ao fluconazol. Além
disso, também demonstraram que 98,8% dos 168 isolados de N. glabratus eram sensiveis dose-
dependentes, e todos os isolados de C. parapsilosis foram 100% sensiveis [82]. Em Portugal,
Fernandes estudou 54 isolados de C. albicans e 52 isolados de N. glabratus, dos quais 3,7% e
13,5% respetivamente, demonstram resisténcia ao fluconazol a 64-256 pg/mL, assim como em
25% dos isolados de C. parapsilosis se mostraram resistentes ao fluconazol a 6-32 pg/mL [83].
Em Italia, 3,5% dos 175 isolados de C. albicans e 4,5% de 22 isolados N. glabratus eram sensiveis
ao fluconazol [84]. Na Franca, as amostras com C. albicans e com C. parapsilosis foram sensiveis
ao fluconazol [85]. Na Espanha, Aroca mostrou que dos 896 isolados recolhidos de pacientes com
candidose, 10 de N. glabratus e 4 de C. albicans, sdo resistentes ao fluconazol [27]. Por outro
lado, na Poldnia, 97% de 61 isolados de C. albicans se mostraram sensiveis ao clotrimazol (< 1
ug/mL), assim como 76% de 38 isolados de N. glabratus [86]. Na china, 88,7% de 115 pacientes
diagnosticadas com candidose vulvovaginal e tratadas com clotrimazol, demonstraram livres da

doenca ao fim de 7 a 14 dias [87].

A infecao nosocomial das espécies de Candida tem sido relacionada com o uso de dispositivos
médicos, como cateteres devido a formacdo de biofilme que por sua vez, oferece um risco
aumentado de patogenicidade e resisténcia antimicrobiana. Portanto, os biofilmes estdo
correlacionados com o crescimento de microrganismos oportunistas, tais como a Candida [88].
Neste estudo, foi avaliada a capacidade de formacao de biofilme em amostras de C. albicans, C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. ciferrii e N. glabratus através da quantificacdo da biomassa
total corada com o cristal violeta. Em relacao aos isolados de uroculturas provenientes de utentes
do sexo feminino, é visivel maiores quantidades de biomassa na C. parapsilosis, sendo este

isolado associado a uma paciente gravida.
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Os isolados de N. glabratus apresentaram valores de biomassa semelhantes entre si, enquanto
entre os isolados de C. albicans, Us foi o que demonstrou maior valor de biomassa total estando
associado a uma paciente de diabetes e internada com 87 anos. No entanto, estes resultados nao
corroboram com os estudos anteriores, que reportam que a C. albicans é um forte produtor de
biofilme, seguido pela N. glabratus e em tltimo, a C. parapsilosis [89]. Nos isolados de
uroculturas provenientes de utentes do sexo masculino, a C. guilliermondii apresentou maior
quantidade de biomassa, seguida pela C. albicans e C. parapsilosis, respetivamente, sendo estes

altimos isolados de pacientes internados.

Nos isolados de exsudado vaginal, o segundo isolado com maior valor de biomassa total foi
VAGz25, seguido pela amostra VAG 18, ambos de C. albicans. A diferenca dos isolados VAG 25 e
18, é especificamente a idade das mulheres, 44 e 49 anos, respetivamente. A literatura evidencia
que a formacdo de biofilmes na C. albicans é fortemente densa, seguido pela N. glabratus,
desvalorizando os biofilmes da C. parapsilosis [8990], o que ndo corrobora com as fotografias

retiradas aos biofilmes.

Dentro do grupo de isolados de utentes gravidas, 3 de uroculturas (1 de C. parapsilosis e 2 de C.
albicans) e 1 de exsudado vaginal de C. albicans, a C. parapsilosis forma mais biomassa, no
entanto, a diferencas entre os isolados de C. albicans sao pouco significativas. Varios estudos
evidenciam que as mulheres gravidas correm maior risco de ITUs, afetando cerca de 2% a 10%
das mulheres gravidas. Porém, a taxa de CVV varia com a idade, periodo de gestacao, idade, estado
clinico, entre outros. No estudo feito por Laari em Ghana, evidenciou que em 250 gravidas, 57,6%
sofram diagnosticadas com CVV, 33,5% com candidiria, e por fim, 8,9% de bacteritria. Desta
forma, demonstrou que as mulheres no primeiro trimestre de gravidez sdo mais propensas a
contrair infegoes em comparacdo com as mulheres no terceiro trimestre, devido as rapidas
mudancas hormonais que estdo associadas ao primeiro trimestre da gravidez, e é nesta fase da

gravidez que as mulheres sofrem sintomas desagradaveis da gravidez [91].

Contudo os resultados corroboraram com o estudo feito na India, confirmando que a taxa de
colonizacgdo por Candida aumenta durante a gravidez, em particular no terceiro trimestre, sendo
a C. albicans como o principal agente colonizador de CVV, seguido por N. glabratus, C. krusei e
C. tropicalis [72]. Estes dados alarmantes, demonstram evidéncias emergentes do aumento e
diversidade de colonizacdo de espécies de Candida em gravidas, levando ao aumento de
complicacoes relacionadas a gravidez, como por exemplo, parto prematuro e baixo peso ao

nascer.

Estudos mencionam, que a C. albicans em especifico, pode apresentar-se em 2 fases
(dimorfismo): a fase de levedura e a fase de hifa filamentosa, sendo que a forma de hifa esta
associada a infecdo invasiva, capaz de penetrar ativamente nas células epiteliais e estabilizar

biofilmes maduros [92]. Entretanto, a fase de levedura é responsavel pela distribuicdo e
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disseminacao de C. albicans. Posto isto, a transi¢io entre as fases de levedura e hifa sdo cruciais
para a progressao e regulacido dos processos de infecido [93]. A avaliacdo da formagao do tubo
germinativo neste estudo, procedeu-se a quantificagdo de hifas em cada isolado. Desta forma,
verificou-se que 36% dos 14 isolados de uroculturas provenientes de utentes do sexo masculino,
17% de 18 isolados de exsudado vaginal e 8% dos 13 isolados de uroculturas provenientes de

utentes do sexo feminino, demonstraram o ntimero significativo de hifas formadas (=50%).

Nas amostras de uroculturas provenientes de utentes do sexo masculino, a U30 revelou ser o
isolado com mais hifas formadas, com cerca de 71%, e a U4 foi o isolado com menos hifas formadas
(1%). Para além disso, os fatores de risco entre os isolados sao relativamente idénticos, isto é, dos
5 isolados 4 sao de doentes internados com idades compreendidas dos 80 aos 9o anos. Porém, 3
deles sdo pacientes diagnosticados com candidiria tém diabetes. Contudo ndo ha dados na
literatura a contestar estes resultados, pelo que sera necessario proceder a mais investigagoes
nesta linha de estudo em relacdo as infecoes urinarias. Enquanto, nas uroculturas provenientes
de utentes do sexo feminino, o isolado U1 com 67% de hifas é de uma mulher diabética internada
na UCI. Em relacao as amostras vaginais, apenas 3 demonstraram >50% de hifas formadas, sendo
73% da VAG23, 72% da VAG14 e 65% da VAG15. Destes isolados, as mulheres ndo sdo diabéticas
e desconhece-se se ha ou nao outro problema de satide subjacente. Contudo, ndo ha evidéncia na

literatura acerca da comparacao dos diferentes nichos ou a corroborar estes resultados.

Por tltimo, a adesao da C. albicans as células HeLa foi maior isolados provenientes de uroculturas
de utentes do sexo feminino, seguido pelos 3 isolados de exsudado vaginal. Por isso, os isolados
do tracto urinario masculino demonstraram uma adesao significativamente menor em relacio aos
isolados anteriores, como seria expectavel. Portanto, a C. albicans isolada do tracto genito-
urindrio feminino expressou significativamente uma capacidade aumentada de invasdo e
interacgoes levedura-hospedeiro. Nao foi possivel encontrar na literatura estudos a contestar estes
resultados, pelo que sera necessario proceder a mais investigac6es nesta linha de estudo em

relagdo as infegdes urinarias.
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6. Conclusao

As infecOes causadas pelas leveduras do género Candida constituem um grande problema
terapéutico, principalmente para pacientes imunodeprimidos e gravidas. Um dos fatores mais
sérios na patogenicidade das espécies de Candida é a capacidade de formar biofilmes,
influenciando na resisténcia significativa ao tratamento antiftingico, e em consequéncia limitando
a entrada de substéncias através da matriz extracelular. Este impedimento, protege de alguma
forma as células fingicas das respostas imunolégicas do hospedeiro constituindo uma ameaca do

ponto de vista clinico, progredindo para infecoes irreversiveis.

Neste estudo, foi demonstrado que as espécies clinicamente importantes em mulheres incluem a
C.albicans e N. glabratus, e em homens a C.albicans e C. guilliermondii, que por sua vez,
representam um risco elevado, principalmente em ambiente hospitalar, onde aparecem como

patégenos nosocomiais em pacientes cronicamente doentes e/ou poés-operatorio.

Entretanto a distribui¢io das espécies de leveduras no trato urinario feminino é diferente do trato
urinario masculino, mas os perfis de suscetibilidade antifiingica sdo os mesmos. No entanto, os
isolados de Candida do trato urinario expressaram fatores de viruléncia relevantes, evidenciando
a necessidade de mais estudos para desvendar o potencial patogénico da levedura urinéaria.
Contudo as leveduras provenientes de uroculturas de pacientes do sexo feminino demonstraram
maior capacidade de infecdo e viruléncia em relacao a todos os outros isolados. Porém, as
leveduras obtidas dos isolados de pacientes com candidose vulvovaginal demonstraram
resisténcia a ambos os antifingicos devido a possibilidade de estas ja terem sido expostas noutro

nicho.

Para além disso, neste estudo verificou-se que os isolados com maior viruléncia sao de pacientes
hospitalizados com idade avancada e utentes gravidas, sendo estes um grande grupo de risco
devido a capacidade da Candida em aderir as superficies inanimadas dos dispositivos médicos
inseridos no paciente. A elucidacdo dos principais mecanismos entre infecbes urinarias e as
infecOes vaginais é essencial para avangar na compreensao e no tratamento de infe¢Ges invasivas

por Candida.
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~. Limitacoes e perspetivas futuras

Apesar de termos analisado as culturas de Candida spp. durante um curto periodo de tempo, estas
nao representam de forma geral a populacdo devido a natureza desta investigacdo, sendo
necessario ter cautela na anélise de dados e interpretar os resultados de fontes secundarias. A
populagido em estudo das infe¢bes urinarias é limitada apenas aos utentes atendidos pelo CHUCB
em especifico. Quanto aos resultados das amostras de exsudado vaginal, apenas se restringe as
pacientes atendidas no consultdrio privado, logo ndo tem representabilidade na populagdo
nacional. Portanto, é de extrema importancia estudar o padrao destas infe¢Ges a nivel nacional,

chegando a uma concluso da sua distribuicao entre género e a distribuicao das estirpes.

Apesar de ser um estudo observacional e analitico, é um assunto de grande interesse na saide
publica e uma preocupacao global da OMS. Deste modo, é crucial a realizacdo de estudos que
avaliem a resisténcia e a formacao de biofilmes em isolados recolhidos no trato urinario como no
trato genital do mesmo paciente diagnosticado com infecdo urinaria ou vaginal por Candida.
Assim como, também seria o ideal estudar as amostras urinirias dos parceiros das utentes

diagnosticadas com infecdo vaginal, com o intuito de perceber se ha alguma influéncia.

Para além disso, seria interessante estudar o crescimento e a adesdo dos isolados em linhas
celulares da epiderme (células HaCaT), bem como em linhas celulares renais de murganho macho
e fémea, para chegar a alguma conclusao acerca da sua capacidade de infecio e adaptacdo, para

uma melhor compreensao das consequéncias que podem trazer a satide urogenital.

Contudo, a falta de literatura cientifica em Portugal sobre a relacdo e a distribuicao de Candida

spp no trato urinario e vaginal tornou desafiadora a comparacao dos resultados.
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