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Resumo 
 

O papel da comunidade fúngica, a micobiota, na saúde da mucosa vaginal é uma área 

de investigação muito atual. O aparecimento de novas tecnologias de sequenciação e 

avanços na bioinformática permitiram descobrir novas espécies de fungos neste nicho.  

 

Candida spp. constitui o grupo mais importante de fungos patogénicos oportunistas, 

sendo o mais prevalente em infeções vulvovaginais. Contudo fungos como a 

Rhodotorula spp., Cryptococcus spp.  e Malassezia spp. têm vindo a emergir como 

potenciais patogénicos deste nicho, sendo por isso relevante, do ponto de vista 

cientifico, perceber qual a sua interação ecológica com a C. albicans quando estão 

presentes em co- cultura.  

 

O objetivo deste estudo foi avaliar qual o impacto das novas leveduras na 

patogenicidade da C. albicans, no crescimento in-vitro, na formação de biofilme in-

vitro em diferentes momentos de colonização (mistos e pré- formados) e na formação 

de tubo germinativo. Os ensaios foram realizados com uma única espécie ou com co-

culturas de C. albicans ATCC10231 com uma outra espécie de levedura, R. 

mucilaginosa DSM13621, M. furfur DSM6170 e C. albidus DSM70215.  

 

Os resultados mostraram que a M. furfur cria uma relação de simbiose com a C. 

albicans demonstrando uma maior taxa de crescimento em co-cultura 

(aproximadamente 1/3), um aumento da biomassa do biofilme, quando misturadas 

(154,1%) e pré- formados (166,8%) e um aumento da formação de tubo germinativo da 

C. albicans (119,8%). Já para as leveduras R. mucilaginosa e C. albidus a relação é 

antagónica (com um decréscimo significativo em todos os ensaios), inibindo a 

patogenicidade da C. albicans. 

  

 

Palavras-chave  

 

Biofilme; Candida spp.;Cryptococcus spp.;Malassezia spp.;Rhodotorula spp.; Tubo 
Germinativo 
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Abstract 

 

The role of the fungal community, the mycobiota, in the health of the vaginal mucosa is 

a current area of research. The emergence of new sequencing technologies and 

advances in bioinformatics made it possible to discover new fungi in this niche. 

Candida spp. constitutes the most important group of opportunistic pathogenic fungi, 

being the most prevalent fungal species in vulvovaginal infections.  

 

However, fungi such as Rhodotorula spp., Cryptococcus spp. and Malassezia spp. have 

emerged as potential pathogens in this niche. Therefore it is relevant, from a scientific 

point of view, to understand their ecological interaction with Candida spp., when they 

are present in co-culture.  

 

The main aim of this study was to evaluate the impact of yeasts on C. albicans´ 

pathogenicity focusing on in-vitro growth and in-vitro biofilm formation at different 

times of colonization (mixed and preformed) and germ tube formation. The assays were 

performed with a single species or with co-cultures of C. albicans ATCC10231 with one 

yeast species (R.mucilaginosa DSM13621, M. furfur DSM6170 or C. albidus DSM 

70215.  

 

The results showed that M. furfur creates a symbiotic relationship with C. albicans, 

yielding a higher growth rate of the co-culture (an increase of around 1/3), a higher 

amount of biofilm biomass of the co-culture, both when mixed (154.1%) and preformed 

(166.8%) and a higher rate of germ tube formation of C. albicans (119.8%). However, as 

for the yeasts R. mucilaginosa and C. albidus, the relationship is antagonistic (with a 

significant decrease in all assays), thus repressing C. albicans´pathogenicity. 

 

 

Keywords 

 

Biofilm; Candida spp.; Cryptococcus spp.; Germ Tube; Malassezia spp.; Rhodotorula 

spp.
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Capítulo 1 

Introdução 

 

1.1. Microbiota e Micobiota 
 

Ao conjunto de microrganismos que, habitualmente, colonizam o interior do 

corpo humano designamos por microflora ou microbiota, sendo esta constituída 

por uma complexa diversidade de bactérias, vírus e fungos [1]. A sua constituição 

genómica designa-se por microbioma humano [1]. 

A composição deste microbioma é único para cada indivíduo, não se mantendo 

estático ao longo da vida, devido a mudanças ambientais, nutricionais e 

ecológicas.  

A microbiota intestinal permite que o organismo humano se mantenha em 

homeostasia e saudável devidos aos papéis importantes que desempenha tais 

como, a produção de vitaminas, a desintoxicação, a regulação do metabolismo do 

colesterol e a regulação da expressão génica [2, 3]. O microbioma humano 

intestinal exerce um papel muito importante na composição do microbioma 

vaginal, existindo, uma correlação entre o meio intestinal e o vaginal [4].  

Existe uma grande comunidade microbiana (numérica e versátil) no intestino, 

especialmente no cólon com números reportados de espécies que variam entre as 

400 e as 1500, algumas das quais ainda não são cultiváveis [5, 6].  Devido a este 

ecossistema dinâmico que habita no intestino, muito do conhecimento que 

adquirimos até então sobre as interações entre as comunidades microbianas e o 

hospedeiro vieram do estudo da microbiota intestinal [2].  

 

A soma dos genes e dos genomas transportados por espécies de fungos existentes 

num determinado nicho ambiental ou biológico é denominado “micobioma” [7]. 

O conjunto de organismos fúngicos que habitam no trato reprodutivo feminino 

inferior é nomeado de micobiota vaginal [8].  

Apesar do amplo conhecimento acerca dos diferentes tipos de bactérias 

(microbiota) que colonizam o meio vaginal, o estudo da incidência dos 

organismos fúngicos presentes na vagina foi durante muito tempo subestimado 

por parte da comunidade científica, não lhes sendo atribuído o devido valor e 

relevância quanto à sua ação na homeostasia do micobioma. Atualmente os 

fungos vêm emergindo como um dos principais causadores de doenças no ser 

humano, atuando principalmente como microrganismos oportunistas em 
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indivíduos imunocomprometidos, hospitalizados ou com outras doenças crónicas 

[9, 10].  

Esta comunidade fúngica (também designada de “Biosfera rara”) desempenha 

funções muito importantes tais como, a estabilidade da microflora e a 

manutenção da dinâmica do hospedeiro [11].  

Ainda que o mecanismo patogénico atribuído a uma única espécie fúngica 

consuma grande parte do que se sabe sobre a micologia, pensa-se que os estudos 

do micobioma e das suas interligações estabelecerão uma relação entre a 

composição e a função de toda a comunidade fúngica em processos de doença.  

 

 

Habitualmente, um correto equilíbrio das comunidades microbianas no intestino 

irá ajudar o hospedeiro a combater infeções causados por bactérias, vírus ou 

fungos. 

Segundo a literatura, sabe-se que as alterações da microbiota e da composição da 

micobiota em mulheres em fase fértil contribui para uma dinâmica temporal nas 

comunidades vaginais [12]. Na verdade, estas flutuações são influenciadas por 

fatores como, as mudanças hormonais, a idade, as práticas sexuais, o uso de 

fármacos antimicrobianas, entre outras [13].  

Quando ocorrem estas alterações, designada por disbiose, sucede um aumento na 

probabilidade de adquirir alguma infeção causada por microrganismos 

patogénicos. É importante salientar que estas alterações, quando originadas por 

influências externas vão facilitar a invasão e que, as infeções gastrointestinais 

(GI) afetam a composição da microbiota [3]. 

As interações que acontecem entre comunidades microbianas não só são 

biologicamente estimulantes de perceber, como ajudam a que sejam descobertas 

novas terapêuticas antifúngicas. Dentro da família dos fungos, existem espécies 

que não apresentam qualquer perigo para o ser humano, contudo um pequeno 

número destas é considerado patogénico humano e podem provocar infeções 

colocando em causa a vida [14, 15]. 

Notavelmente, as interações microbianas têm vindo a ser implicadas no processo 

patogénico. Para além deste processo, também as avaliações dos mecanismos de 

comensalismo poderão, num futuro próximo, levar a estratégicas preventivas que 

dificultem a transição de um estado comensal para um estado patogénico [16].  
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Contudo os estudos realizados nestas comunidades são mais exigentes e 

desafiantes. Comparando com as bactérias, o estudo da caracterização das 

comunidades fúngicas torna-se mais difícil devido à presença de parede celular, à 

dificuldade em recuperar o DNA com as metodologias usadas para recuperar o 

DNA bacteriano, aos métodos ineficazes para o isolamento de DNA genómico, à 

variação nos comprimentos das regiões ITS (Internal Transcribed Spacers) que 

influenciam a eficácia do PCR, e aos bancos de dados de referência com controlo 

de qualidade serem insuficientes [17,18].  

Todavia, avanços recentes na tecnologia de sequenciamento e ferramentas de 

bioinformática de ponta trouxeram a possibilidade de aprofundar conhecimento 

acerca destas comunidades de fungos que residem nas superfícies da mucosa 

vaginal [2]. Métodos como a sequenciação independente de cultura e 

amplificação por PCR de regiões espaçadoras transcritas internas (ITS1 ou ITS2) 

para identificação de espécies têm vindo a ser usadas mais regularmente [19]. 

Por isso, com todos estes avanços, novas leveduras oportunistas têm aparecido 

em estudos da micobiota vaginal, que até então não se associaria a este nicho. 

Estes fungos comensais podem estar presentes em diversas partes do corpo 

(cavidade oral, trato gastrointestinal, vagina e pele) sustentando uma 

comunidade versátil e relativamente estável [20, 21].  

 

1.2. Mucosa oral, vaginal, intestinal e da pele  
 

A cavidade oral representa uma grande parte da microbiota humana, incluindo 

milhares de espécies diferentes. As populações de microrganismos invasivos 

incluem principalmente géneros de microrganismos aeróbios e anaeróbias 

obrigatórios, tais como Streptococcus, Actinomyces, Veilionella, Neisseriae [22]. 

Quando os dentes entram em erupção, géneros de microrganismos anaeróbias, 

como Prevotella e Fusarium, dominam a microbiota devido à presença de 

ambiente anaeróbio entre as gengivas e os dentes [22]. 

Um outro estudo relatou algumas das comunidades fúngicas que conseguem 

colonizar a cavidade oral, sendo elas espécies pertencentes ao género Candida, 

Rhodotorula, Celadosporium, Aureobasidium, Saccharomycetales, Aspergillus, 

Fusarium e Cryptococcus [7].  

 

A microbiota da pele é constituída por inúmeras bactérias, fungos e vírus. Tal 

como no intestino, estas comunidades têm funções essenciais na proteção contra 

agentes patogénicos invasores e na modulação do sistema imunitário [23].  
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Contradizendo o modo de dispersão das bactérias, onde a colonização varia de 

acordo com o ambiente em que se encontra seja ele seco, húmido ou sebáceo, os 

fungos colonizam de igual forma qualquer que sejam os ambientes [24].  

 

O género Malassezia predomina em locais ricos em sebo, como a cabeça, braços, 

pernas e tronco, enquanto os pés são colonizados por um conjunto diverso de 

Malassezia spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp. e Epicoccum spp. [24].  

Para além destes fungos, algumas técnicas moleculares como a amplificação 

direta por PCR e o sequenciamento do gene rRNA (18S e ITS1) identificaram 

outras leveduras que se podem relacionar de forma comensal à pele humana, 

como a Rhodotorula spp., Debaromyces spp, Penicillium spp., Mucor spp., 

Trichophyton spp., Alternaria spp. e Celadosporium spp. [25-27]. 

 

 

Já no nicho vaginal, embora muito menos abundantes que as bactérias (valores 

inferiores a 1%), fungos nomeadamente a Candida albicans têm sido 

denominados como o microrganismo mais predominante e com consequências na 

saúde vaginal.  

Para além da presença da Candida albicans, outros estudos vieram demonstrar 

que também a Clavispora lusitanie, Malassezia spp., Rhodotorula sp., 

Aspergillus spp. e Leptosphaerulina spp. colonizam o micobioma [28]. No nosso 

grupo de investigação já foram descobertas amostras colonizadas por leveduras 

do género Cryptococcus spp.  

 

A microbiota intestinal é muito versátil, sendo constituída por centenas de 

microrganismos.  Estudos realizados com fungos demonstraram que os que mais 

predominam neste nicho são os géneros como a Candida spp., Malassezia spp., 

Cryptococcus spp., Galactomyces spp., Ruminoccus spp., entre outros [29].  

 

Na figura 1 é apresentado um esquema resumo, com algumas das comunidades 

fúngicas mais indicadas em artigos publicados recentemente como sendo capazes 

de colonizar mais do que um nicho diferente.  

Dentro desta panóplia de leveduras, selecionámos três que iremos utilizar no 

nosso estudo juntamente com a Candida albicans.  

A Candida spp. sendo uma das leveduras mais estudadas, juntamente com a 

Saccharomyces spp., e estando presente em todos os nichos apresentados, 
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nomeadamente no nicho principal do nosso estudo (nicho vaginal) irá ser o nosso 

controlo durante todo o trabalho.  

Através do diagrama, observamos que géneros como a Malassezia spp. e o 

Cryptococcus spp. são capazes de colonizar diferentes nichos, entre eles o nicho 

vaginal, sendo por isso interessantes do ponto de vista científico em usá-los no 

nosso estudo. A última levedura escolhida, apesar de aparecer apenas na 

micobiota vaginal e na pele, o género Rhodotorula spp. tem vindo a ser destacado 

como um dos microrganismos oportunistas emergentes e com características 

interessantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. Comunidades Fúngicas emergentes em estudo 

 
As leveduras são fungos ubiquitários, unicelulares e eucariotas pertencentes ao 

reino Fungi constituindo um conjunto de aproximadamente 600 espécies. Destas 

600 espécies colonizadores apenas uma percentagem bastante inferior 

conseguem colonizar o Homem de forma patogénica [30].  

Um microrganismo patogénico emergente pode ser definido como o causador de 

uma doença infeciosa cuja incidência está a aumentar numa nova população ou 

numa já existente, devido a mudanças a longo prazo na sua epidemiologia [31].  

 

Figura 1-Distribuição das diferentes comunidades fúngicas nos diferentes nichos 
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Neste estudo, e de acordo com a figura 1 observada no ponto anterior, as espécies 

de fungos que irão ser utilizadas são: Candida albicans, Rhodotorula 

mucilaginosa, Malassezia furfur e o Cryptococcus albidus.  

 

1.3.1. Candida spp. 

 

O género Candida spp. é uma das leveduras mais frequentemente isolada em 

humanos, em amostras de infeções superficiais e invasivas de diferentes locais do 

corpo [32].  

É um género de fungos que pertencem ao filo Ascomycota, à classe 

Saccharomycetes e à família Cryptococaceae. São leveduras ovais ou esféricas, 

com características idênticas aos ascomicetos e basidiomicetos, não possuem 

pigmentação, mas que conseguem formar pseudomicélios ou micélios. 

Apresentam tanto reprodução assexuada por gemulação multipolar (multipolar 

budding) [33], como reprodução sexuada através da transição branco-opaco de C. 

albicans que torna as células competentes para o acasalamento [117, 118].  

As causas de infeção podem ser originadas por dois meios diferentes: endógeno 

(proveniente da própria microbiota do hospedeiro) ou exógena (vinda de 

profissionais de saúde, pacientes hospitalizados, equipamento contaminado ou 

até mesmo do parceiro sexual) [34, 35].  

Dentro do género Candida mais de 17 espécies estão associadas a infeções 

causadas a seres humanos. Grande parte delas são leveduras comensais em 

organismos saudáveis, levando a infeções ligeiras e sistémicas quando se 

encontram num ambiente com condições favoráveis. Contudo, passam a ser 

patogénicas quando este mesmo ambiente é modificado, isto é, há um 

comprometimento no sistema imunológico do hospedeiro. Dentre elas, as que 

mais estão associadas a criar infeções são: Candida albicans, Candida glabrata, 

Candida parapsilosis e Candida tropicalis [32, 36, 37].  

A estirpe Candida albicans possui inúmeras características que lhe conferem 

patogenicidade, sendo por isso, a estirpe dentro deste género mais virulenta e das 

que causa maior número de infeções. Algumas destas características são, a 

morfogénese (transição dimórfica), a secreção de enzimas (tais como as APs- 

aspartil proteases, e fosfolipases) e as biomoléculas de reconhecimento do 

hospedeiro (adesinas) [38].  

A transição dimórfica permite-lhe adotar 2 estágios diferentes sofrendo 

alterações morfológicas de uma levedura dimórfica ovalada para um organismo 
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com crescimento hifal (podendo ainda adotar um estilo de vida como comensal 

ou como patogénico) [39]. 

Para além destas duas morfologias extremistas (fase leveduriforme e fase 

filamentosa), este fungo ainda pode apresentar uma serie de outras morfologias 

durante o seu crescimento, formando assim as pseudo-hifas (leveduras alongadas 

unidas entre si) [40].  

Enquanto a forma de levedura, devido à sua morfologia arredondada, é 

importante para a disseminação através da corrente sanguínea e permite a 

aderência a superfícies, a forma filamentosa permite a invasão do hospedeiro 

(através do tecido epitelial) e confere uma maior resistência à fagocitose.  

A sua presença na micobiota vaginal pode ocorrer de diversas formas: 

assintomática, quando está presente no conteúdo vaginal sem produzir sintomas; 

sintomática, causando infeções e episódios esporádicos de fácil tratamento; e 

recorrente, em que a mulher tem mais de 4 episódios ao longo do ano e o seu 

tratamento é difícil de realizar [119].  

Tal como referido, por ser um dos géneros mais predominantes na micobiota 

vaginal e com uma relação causa-efeito nas infeções vulvovaginais, este género 

tem sido o foco de praticamente todos os estudos sobre a micologia e a micobiota 

vaginal [41].  

 

 

 

 

 

1.3.2. Rhodotorula Spp. 

 

Leveduras do género Rhodotorula fazem parte do filo- Basidiomycota, colonizam 

plantas, seres humanos e outros mamíferos. Compreende 8 espécies, entre elas R. 

mucilaginosa, R. glutinis e R. minuta que são conhecidas por causar doenças em 

seres humanos.  

Estes fungos por tolerarem baixos níveis de humidade, são capazes de sobreviver 

a temperatura ambiente, e por isso, as condições ideias em relação à temperatura 

estão entre os 18° C e os 22 ° C [42]. Apesar de produzirem blastoconídios 

unicelulares, este fungo não consegue gerar pseudo-hifas ou mesmo hifas. 

A sua transmissão ocorre geralmente pelo ar, mas também pode ser transmitido 

pela água e pelo solo, nomeadamente nos mares oceânicos, lagos, alguns tipos de 

frutas e bagas (como por exemplo, os morangos), leite e escova de dentes [43]. 
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Esta levedura aeróbia estrita contém características metabólicas bastante 

particulares. Algumas delas são a acumulação de diversas proteínas e enzimas, 

tais como amílases e celulases, e a capacidade de produzir glicogénio durante a 

fase exponencial do seu crescimento. Para além do glicogénio conseguem 

assimilar a maltose, sacarose, galactose, xilose, rafinose e trealose [44]. 

Estas vão contribuir para degradar as fibras solúveis, consideradas 

nutricionalmente importantes e com muitos benefícios para a saúde [45].  

Para além disto, a Rhodotorula é um ótimo produtor de urease (sendo urease-

positiva) e também de um micronutriente essencial- os folatos [45].  

Estas leveduras acumulam cerca de 60% da sua massa celular em forma de 

gordura e por isso são denominadas leveduras oleaginosas [15]. 

Muitas destas características morfológicas, fazem com que seja possível que este 

género possa ser falsamente identificado e confundido com o Cryptococcus spp., 

no entanto já foram descobertas algumas diferenças, tais como, as vias de 

sinalização, a composição da parede celular e a suscetibilidade aumentada das 

suas membranas [46].  

Embora as leveduras sejam microrganismo não fotossintéticos, algumas delas 

tem a capacidade de sintetizar carotenóides. Uma delas, é a Rhodotorula spp. que 

consegue acumular carotenóides no interior das suas células. Estes carotenoides 

tem uma alta gama de aplicabilidades na medicina, na indústria química, 

farmacêutica, cosmética, de alimentos e de rações [47]. 

Para além das transmissões referidas, estes fungos tem uma afinidade especial 

por materiais de plástico [48], e por isso, são frequentemente encontrados em 

dispositivos médicos onde crescerão em forma de biofilmes [49].  

Na literatura, esta levedura ainda não está devidamente descrita, não havendo 

por isso qualquer informação acerca da sua colonização na vagina. A pouca 

informação que se sabe, evidências que também já foram identificadas no nosso 

grupo de investigação, é que a Rhodotorula spp. terá a capacidade de colonizar a 

vulva. Mais estudos serão necessários realizar acerca da presença deste fungo na 

micobiota vaginal.  

 

 

 

 

1.3.3. Malassezia spp. 

 

Estudos filogenéticos e genómicos vieram demonstrar que a Malassezia spp. 

pertence ao filo Basidiomycota à classe da Malasseziomycetes [120].  
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Do conhecimento adquirido até então, ainda é controverso se a Malassezia spp. é 

uma levedura comensal ou patogénica e que estes estágios estão relacionados 

com diferentes circunstâncias que podem acontecer.  

Sabe-se que este género pode apresentar, assim como a Candida spp., forma 

leveduriforme e hifal, sendo por isso um organismo pleomórfico. A forma 

leveduriforme está normalmente associada a indivíduos saudáveis com uma pele 

normal, aparecendo predominantemente em culturas [50].  

As características fisiológicas, macro e micro, não são suficientes para se 

conseguir identificar a espécie, apenas sugerem o género, de modo que é 

imprescindível realizar testes que unam a morfologia, as características 

bioquímicas e molecular para termos uma identificação fiável [51]. 

Alguns dos testes realizados são: a capacidade de crescer num meio isento de 

suplementação de ácidos gordos de cadeia longa; crescer a uma temperatura de 

até 40ºC; assimilar Tweens 20, 40, 60, 80 e de ser produtora de catalase, urease e 

β- glicosidase [50, 51].  

Por serem encontrados essencialmente na pele de humanos e mamíferos supôs-se 

que conseguissem sobreviver nestas condições especificas de crescimento: 

temperatura de aproximadamente 37◦C conseguindo ir até aos 40ºC; condições 

aeróbicas e baixa disponibilidade de nutrientes [52].  

A dependência de lípidos, por parte desta levedura, para o seu crescimento é uma 

característica de todas as espécies do género exceto a M. pachydematis. Desta 

forma a distribuição das espécies lipofílicas está maioritariamente concentrada 

em zonas da pele ricas em lípidos, como o couro cabeludo, o rosto e o tronco [53].  

A disponibilidade de lipídios no trato gastrointestinal, particularmente no 

intestino delgado, pode favorecer a colonização intestinal por estas espécies de 

Malassezia spp.  

No nosso estudo o isolado de Malassezia que vamos usar é a Malassezia furfur. 

Esta espécie por ser lipodependente, necessita de suplementação de ácidos 

gordos de cadeia longa para que consiga crescer.  

Num estudo anterior, a Malassezia foi o segundo género mais comum encontrado 

nas fezes humanas através do ITS, mais especificamente a espécie M. restrita e 

M. globosa [116]. 

Embora seja considerada uma levedura que coloniza predominantemente a pele, 

atualmente já é possível identificar em várias amostras e em ambientes 

imprevistos utilizando métodos como o NGS, visto que, as culturas de Malassezia 

spp. são conhecidas por serem muito difíceis de identificar por métodos 

dependentes de cultura. Devido à presença de células vivas e de uma grande 
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quantidade de DNA de Malassezia encontrado no conteúdo intestinal, este 

género passou a estar associado à mucosa intestinal, sugerindo que possui uma 

elevada capacidade de sobrevivência no ambiente intestinal [54].  

 

 

 

 

1.3.4. Cryptococcus spp. 

 

 
Segundo Kurtzman et al. o género Cryptococcus contém organismos 

encapsulados, classificados ao filo Basidiomycota, na ordem Filobasidiales e na 

família Filobasidiaceae [55].  

Atualmente, cerca de 70 espécies de Cryptococcus spp. já foram descritas, 

contudo para fins práticos, as mais patogénicas são o C. neoformans e o C. gatti 

que se destacam por ser os mais comuns em criptococose humana e animal.  

Fungos do género Cryptococcus spp. são leveduras basidiomicetos que contém 

estirpes criptocócicas patogénicas bem como não patogénicas, sendo as infeções 

principalmente de caráter oportunista.  A espécie C. albidus apresenta células 

globosas e com cápsula.  

São capazes de crescer numa gama de temperaturas entre os 25ºC e os 30ºC, 

contudo alguns isolados conseguem apresentar algum crescimento a 37ºC.  

Esta levedura cresce em diferentes habitats (como no solo, árvores e excrementos 

de pássaros), estando disponíveis em diferentes morfologias na natureza (células 

de levedura ou como esporos) [56-58]. O seu metabolismo é altamente 

dependente da existência de oxigénio [59]. 

Para além disso, os poucos estudos que existem afirmam que, o Cryptococcus 

também conseguirá colonizar a micobiota vaginal, uma vez que, já foram 

observados blastoconídeos no fluido vaginal [60].  

A infeção por Cryptococcus spp. ocorre a partir da inalação de esporos no ar e 

após a sua instalação pode espalhar-se através da corrente sanguínea ou linfática. 

O sucesso da sua colonização no hospedeiro ocorre devido ao conjunto de 

características especificas deste fungo, aos fatores de virulência que conferem 

patogenicidade e às características do sistema imunitário do hospedeiro, levando 

a altos índices de morbidade e mortalidade [61]. 

 

1.4. Epidemiologia e Incidência  
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Nas últimas décadas, diversos fatores têm vindo a alterar a epidemiologia das 

infeções fúngicas.  

O aumento da incidência e da prevalência de leveduras como a Candida spp. 

está associado ao aumento das infeções nosocomiais.   

Este género é um dos causadores mais frequentes de infeções fúngicas, sendo a 

espécie Candida albicans o agente infecioso mais comum em amostras clínicas de 

humanos (72%-91%) [62].  

Cerca de 30 % das mulheres apresentam colonização por esta levedura, e em 

hospitais corresponde a cerca de 80 % das infeções fúngicas documentadas. Estes 

valores representam um grande desafio aos investigadores e aos especialistas 

devido às dificuldades de diagnóstico e terapêutica adequada para estas infeções.  

Estas leveduras diplóides e dimórficas são comensais que colonizam a cavidade 

oral, a pele, o trato gastrointestinal e reprodutor, e, embora façam parte da 

microbiota vaginal saudável, ainda são classificados como patogénicos 

oportunistas, devido à sua alta prevalência (85-95%) [62]. 

A disbiose vaginal reflete a interrupção da homeostasia da comunidade 

microbiana, tendo como consequências, doenças ginecológicas. Diferentes 

estudos demonstraram a associação entre estas alterações e o aumento de 

infeções vulvovaginais, tais como, a vaginose bacteriana (VB), candidose 

vulvovaginal (CVV), infeções sexualmente transmissíveis (IST), infeção por 

papiloma vírus humano (HPV), entre outros [7, 63- 65]. 

 

A Rhodotorula spp. é uma levedura ambiental que anteriormente não era 

considerado um microrganismo patogénico, contudo algumas estirpes de 

Rhodotorula spp. surgiram como potenciais oportunistas capazes de colonizar e 

causar infeção, especialmente em indivíduos debilitados imunologicamente. Esta 

levedura foi classificada como a terceira levedura mais isolada de hemoculturas e 

aquela que mais aparece, através de funcionários e de pacientes hospitalizados 

[66]. 

Uma das consequências da dominância desta levedura no ser humano, consiste 

essencialmente em infeções da corrente sanguínea, assim como do sistema 

nervoso central (SNC) englobando principalmente doentes que usam cateter 

venoso central (CVC) [67].  

Contudo, já existem na literatura evidências de que para além de fungemia e 

meningite, este género também causa infeções cutâneas, peritonite, ceratite e 

infeções oculares [67, 68].  
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Estas manifestações clínicas tornam a as infeções causadas por Rhodotorula spp. 

semelhantes à criptococose, todavia, torna-se mais desafiante e complicado as 

infeções desta levedura por serem resistentes aos azólicos (como o isavuconazol, 

que tem uma boa atividade contra o Cryptococcus spp.) [69].  

A incidência desta levedura, e consequentes infeções têm vindo a crescer ao longo 

dos anos, estando em 0.5 % nos EUA e em 2.3% na Europa [70].  Contudo, apesar 

de terem sido descritos casos de fungémia devido à Rhodotorula spp., ainda 

permanece por esclarecer se este fenómeno está diretamente relacionado com a 

colonização intestinal [48]. 

 

 

A Malassezia spp. é um dos principais elementos da microbiota fúngica da pele 

de vários mamíferos, tendo vindo a ser intensamente investigadas devido ao seu 

comportamento patogénico, sob certas condições, causando distúrbios cutâneos e 

infeções invasivas [71].  

Infeções cutâneas superficiais, como a pitiríase versicolor e psoríase, causadas 

por esta levedura são muito comuns. Na segunda, a Malassezia spp. está 

envolvida na indução da superprodução de moléculas inflamatórias, favorecendo 

a exacerbação das lesões [72]. Para além destas, a Malassezia spp. também está 

associada a doenças como o eczema seborreico e atópico. 

A fungémia causada por esta levedura, está normalmente associada à 

administração de soluções lipídicas através de cateteres venosos. Uma das 

espécies que mais surge como colonizadora destes cateteres é a M. furfur.  

 

 

O Cryptococcus spp é a terceira causa de infeção oportunista entre pacientes 

transplantados de órgãos e células hematopoiéticas, precedido por Candida spp. 

e Aspergillus spp. [74].  

Estima-se que num ano aparecem mais de 1 milhão de novos casos de 

criptococose em todo o mundo, especialmente em doentes portadores do vírus 

HIV [75, 76].  

Espécies saprófitas como o C. albidus e o C. laurentii são responsáveis por 80% 

dos casos relatados de criptococose não- neoformans e não- gattii [77].  
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1.5. Curva de Crescimento Microbiano  

 
Os diversos processos de divisão celular provocam um aumento no número de 

células presentes numa população microbiana. A taxa de crescimento é definida 

como a variação do número de células por unidade de tempo. A variação da taxa 

de crescimento é o que faz traçar uma curva, através desses pontos.  

Habitualmente, durante este processo, a cultura celular é realizada num ambiente 

fechado, o que faz com que o meio não seja renovado fazendo com que a 

concentração de nutrientes no meio vá diminuído ao longo do tempo, em 

contrapartida com o teor de metabolitos celulares [82, 83].  

A curva de crescimento pode ser dividida em quatro fases distintas: fase lag ou 

latência, fase log ou exponencial, fase estacionaria e fase de declínio ou morte 

celular.  

 

1.5.1.1. Fase de latência ou lag  

Durante o período, que se segue à inoculação do meio de cultura, as células do 

microrganismo têm de, inicialmente, passar por um momento de adaptação ao 

meio. Por isso, durante este período inicial não ocorre uma grande multiplicação 

celular.  Durante este período verifica-se a ocorrência de síntese de novas enzimas 

e outros componentes [82, 83].  

 

 

 

1.5.1.2. Fase exponencial ou log  

Corresponde ao período em que as células iniciam o seu processo de divisão 

atingindo uma taxa máxima de acordo com o seu potencial, do meio de cultura e 

das condições de crescimento utilizadas chegando depois a um tempo de geração 

constante.  

O formato da curva reflete, aparentemente, a adaptação de nutrientes pelas 

proteínas transportadoras de nutrientes existentes na célula. A concentrações 

muito elevadas de nutrientes, os sistemas de transporte vão ficar cheios 

tornando-se saturados, levando a que a taxa de crescimento não aumente mais 

com o aumento continuo de nutrientes [82, 83].  

 

 

1.5.1.3. Fase estacionária  

Devido ao facto de o crescimento ocorrer sobre um ambiente fechado, existirá um 

momento em que o número total de microrganismos vivos permanece constante. 
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Tal poderá dever-se a um equilíbrio entre a divisão e a morte celular ou ao facto 

de a população cessar a divisão celular, mas permanecer metabolicamente ativa 

[82, 83].  

A entrada na fase estacionária acontece devido a fatores, como a escassez de 

nutrientes limitantes e/ou oxigénio e a acumulação de metabolitos celulares 

tóxicos [82, 83].  

 

1.5.1.4. Fase de declínio ou morte  

A última fase da curva de crescimento acontece devido ao facto de os fatores que 

levam a que o crescimento entre em estacionário se torne sempre contínuo 

causando danos irreversíveis nas células, levando à perda da viabilidade celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

1.6. Fatores de Virulência  
 

Tal como já referido acima, os patogénicos fúngicos são uma causa (ainda 

subestimada) de doenças graves, estando assim associadas a altas taxas de 

morbidade e mortalidade. 

Figura 2-Diagrama da curva de crescimento bacteriano, ilustrando as suas 4 
fases distintas. Adaptação de: Prescott' Microbioly, 7º edição [82] 
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Tal como outros patogénicos, a sua sobrevivência, crescimento no hospedeiro e os 

danos causados no mesmo são mediados por fatores de virulência. Estes fatores 

são os que diferenciam microrganismos inofensivos de microrganismos 

patogénicos [78].  

Já é do conhecimento científico que a prevalência do género Candida, 

especialmente a espécie C. albicans em indivíduos com os fatores de 

predisposição presentes é elevada, no entanto esta colonização também depende 

da expressão de fatores de virulência por esta espécie, visto ser um comensal 

presente no microbioma humano.  

Portanto, para que ocorra a patogenicidade são precisos que ocorram dois 

processos [78]: 

 

1)  Sobrevivência e crescimento do microrganismo infetante; 

A sobrevivência dentro do hospedeiro é essencial numa fase inicial do 

estabelecimento de uma infeção. As condições indispensáveis para esta instalação 

e crescimento podem ser de natureza geral (por exemplo, metabolismo dos 

nutrientes) ou específicos para hospedeiros humanos (por exemplo, fatores de 

evasão).  

 

2) Dano no hospedeiro criando rutura na homeostasia. Esta rutura é 

manifestada através dos sintomas da doença.  

A patogenicidade do género Candida é devida a diversos fatores de virulência, 

tais como a capacidade em escapar aos mecanismos de defesa por parte do 

hospedeiro, produção de tubo germinativo e a capacidade de aderência e 

formação de biofilmes, que podem-se desenvolver tanto no hospedeiro como em 

dispositivos médicos [79].  

A patogenicidade do género Malassezia é conferida pela produção de lípases 

extracelulares, índoles, espécies reativas de oxigénio, lipoxigenase, ácido azeláico, 

melanina, transição dimórfica para a forma hifal e capacidade de aderência e 

formação de biofilme [121].  

Os principais fatores de virulência de Cryptococcus são a produção de cápsula 

polisacarídica, de melanina e a secreção de várias proteínas como: urease, 

oxidases e protéases [122].  

A patogenicidade do género Rhodotorula é conferida por fatores de virulência 

como os carotenóides, capacidade de produzir biofilmes e adesão [123].   
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Já é sabido que um fator de virulência não é mais importante que o outro, ou 

mais dominante que outro e considerando-se que as condições diferem nos 

diversos sítios de infeção, é bem provável que os fatores de virulência associados 

sejam alterados dependendo da zona da infeção.  Para além disso é importante 

enfatizar que a capacidade de causar danos não é apenas uma propriedade 

isolada do microrganismo, mas sim de uma interação de um hospedeiro 

suscetível e um microrganismo na estrutura de resposta ao dano [80, 81]. 

 

 
 

1.6.1. Biofilmes  

 
Os biofilmes são estruturas formadas por comunidades dinâmicas e distintas de 

microrganismos que aderem a uma superfície, envolvidos por uma matriz 

polissacarídica extracelular. Este fenómeno acontece devido às propriedades 

físico-químicas da superfície celular das leveduras.  

Para além disso, o crescimento dos biofilmes está limitado pela existência de 

nutrientes no meio ambiente, assim como pela difusão dos mesmo pela matriz do 

biofilme formado. 

O primeiro passo para a formação de biofilmes é a adesão de células de levedura 

às superfícies, sendo procedido pelo processo de infeção, que inclui a colonização 

e invasão [84]. Por fim, dá-se o crescimento e maturação dos biofilmes, que 

depende de fatores como o pH, temperatura, nutrientes fornecidos e 

principalmente dos fatores de virulência [85].  

Esta capacidade de formar biofilmes oferece inúmeras vantagens às leveduras, 

tais como a resistência a agentes antimicrobianos, proteção contra o sistema 

imunológico do hospedeiro, aumento da virulência, troca de material genético, 

comunicação e aumento da proteção contra radiações UV [50, 86].  

Este habitat tem como principais funções ajudar a colonizar e a sobreviver 

independentemente do microambiente em que esteja inserido (intestino, pele, 

cavidade oral e vagina), oferecer uma proteção extra contra agentes 

antimicrobianos e evasão imunológica do hospedeiro [87]. 

De notar que estes biofilmes oferecem benefícios para o microrganismo onde, 

dentro deles, os fungos podem fortalecer os seus fatores de virulência, aumentar a 

sua capacidade de invadir o hospedeiro (por indução de hifas) e produzir enzimas 

extracelulares.  

Dentro de um biofilme, podem existir diferentes microrganismos que irão 

competir entre si por nutrientes podendo interagir de forma sinérgica, 
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estimulando o crescimento, de forma antagónica, produzindo compostos que 

inibem o crescimento dos outros microrganismos residentes ou de forma neutra, 

atenuando os fatores de virulência para que seja possível haver biofilmes 

formados de diferentes espécies e/ou géneros a crescer em conformidade [85]. 

 

Atualmente constatou-se que isolados vaginais de Candida spp. têm uma 

grande capacidade de produzir biofilmes numa vasta gama de temperaturas 

(neste estudo são usadas a 25ºC e a 37ºC). Estes fazem parte de um conjunto de 

fatores de virulência desta levedura, que irá reforçar a capacidade de permanecer 

na mucosa vaginal devido às propriedades bioquímicas dos biofilmes. 

Os biofilmes da Candida spp. são compostos por células na forma de levedura, 

pseudo-hifas e hifas verdadeiras. A transição de células planctónicas para células 

aderentes a uma superfície leva consequentemente a uma transformação no 

comportamento fenotípico e mudanças na expressão génica [88].  

A sua formação envolve uma série de processos que envolvem: a adesão das 

células em forma de levedura a uma superfície, fixando as células planctónicas; 

proliferação e filamentação, em que as leveduras transitam para a forma de hifas 

através de fatores de transição; maturação do biofilme e formação da matriz 

extracelular (com 24 a 48 horas de crescimento) e por último irá ocorrer a 

dispersão do biofilme, em que as células irão colonizar outras zonas do corpo de 

forma mais virulenta do que as suas células planctónicas [88]. 

 

 

Num estudo anterior, utilizando o género Rhodotorula spp., avaliando a 

capacidade formadora de biofilmes, demonstrara que esta levedura conseguia 

aderir pouco à superfície e produzir biofilmes. No entanto um estudo, realizado 

em 2020, demonstrou que esta provavelmente conseguiria aderir apenas a 

dispositivos médicos, como por exemplo material de implantes e cateteres, e que 

a percentagem de biofilmes produzido, de acordo com Nunes et al., tinha uma 

classificação média a baixa para a formação de biofilmes [73, 89]. 

 

Acerca do Cryptococcus spp. sabe-se que é capaz formar biofilmes não só em 

placas de poliestireno como em dispositivos médicos e que esta formação do 

biofilme segue um conjunto de fases coordenadas entre si: adesão à superfície, 

formação de microcolónias, produção de EPM (matriz exopolimérica protetora 

autoproduzida) e maturação [90].  
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A adesão tem um período de 2 a 4 horas, em que as células estão 

metabolicamente ativas e irão ficar aderidas a uma superfície plástica em 

monocamada. Durante o estado intermédio (4 a 16 horas) as células estão num 

crescimento exponencial uniforme pela superfície plástica, formando 

microcolónias. Por último o estado de maturação acontece 24 a 48horas depois, 

em que a atividade metabólica das células nos biofilmes continua elevada e 

constante [90]. 

 

 

 

Também para a Malassezia spp. já foram realizados ensaios para perceber se a 

mesma tem a capacidade de aderir a uma superfície e permitir assim, uma maior 

resistência a fármacos e aumento da sua virulência [121]. Estes estudos 

descobriram que cerca de 40% dos resultados representam altos valores de 

adesão por parte da Malassezia furfur e que através de observações por SEM 

(Microscopia eletrónica de varredura) se percebeu que esta formação precisava de 

mais de 24 horas para que ocorresse.  

 

Estudos nesta área são muito relevantes, visto que, a comunidade científica 

acredita que a interação fungos- bactérias ou fungos-fungos acontecem dentro de 

biofilmes, também designado por “biofilmes de espécie mista” e que estes trazem 

muitas consequências para a saúde humana. 

Nomeadamente, nas últimas décadas, a incidência de infeções microbianas 

correlaciona-se com a formação de biofilmes especialmente em dispositivos 

médicos chega a cerca de 65% dos casos [84].  
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1.6.2. Tubo germinativo  

 

Do espetro das leveduras, o género Candida tem vindo a ser associado às infeções 

mais invasivas, sendo estas as que mais tem crescido nos últimos anos devido ao 

aumento do número de doentes imunocomprometidos e do uso de dispositivos 

médicos.  

Esta invasão ocorre devido a fatores de virulência tal como a formação do tubo 

germinativo (observado apenas para a espécie C. albicans). Espécies non-

albicans (NAC) não produzem tubo germinativo da mesma maneira que a C. 

albicans.  

Como já foi mencionado anteriormente, o estado leveduriforme pode evoluir para 

a fase filamentosa [40]. O critério para a diferenciação entre uma hifa verdadeira 

e uma pseudo-hifa está na realização e observação da formação de tubo 

germinativo (hifa verdadeira).  

O que se consegue visualizar, é que, durante a formação da hifa verdadeira, não 

há a constrição entre a célula-mãe e o filamento, já as pseudo-hifas possuem uma 

constrição entre a célula-mãe e o comprimento do filamento [40, 91].   

A orientação do tubo germinativo em estado leveduriforme e pseudo-hifas é 

determinado pelo polarissoma, isto é, um complexo de proteínas que estão 

envolvidas na orientação do crescimento do tubo germinativo. Já na orientação 

do tubo germinativo em hifa verdadeira a orientação é dada quer pelo 

polarissoma como pelo spitzenkorper (responsável pelo crescimento e 

desenvolvimento polarizado encontrado apenas em hifas verdadeiras) [91,92]. 

Tanto a forma comensal como a forma hifal são indispensáveis para a 

patogenicidade da C. albicans, o fator mais importante é a transição que ocorre 

entre as duas formas.  

Alguns estudos referem que as hifas têm uma maior capacidade em aderir e 

penetrar nas células epiteliais humanas, e, portanto, a C. albicans, na forma de 

hifa poderá ser mais invasiva e patogénica e na forma de levedura é normalmente 

associada a uma forma comensal, de transmissão e disseminação [93].  

A formação de tubo germinativo tem sido associada ao aumento da lesão tecidual 

[94] e a uma alta estimulação da resposta imune inata [86].  

 

 

 

 

 

 



 22 

Capítulo 2 

 

Objetivos deste trabalho 

 

Objetivo Geral 

 
O presente trabalho teve como objeto avaliar a possível relação ecológica de 3 

leveduras (Rhodotorula mucilaginosa, Malassezia furfur e Cryptococcus 

albidus) com a Candida albicans na mucosa vaginal através do estudo dos fatores 

de virulência da Candida albicans na presença de outras leveduras.  

 

 

Objetivos específicos  

 
1) Estudar o crescimento das quatros leveduras isoladamente e o 

crescimento das mesmas quando misturadas em dupla (sendo o microrganismo 

base a C. albicans); 

2) Caracterizar os isolados quanto à sua capacidade de formação de 

biofilmes; 

3) Caracterizar a mistura dos isolados quanto à sua capacidade de formação 

de biofilmes mistos e pré- formados por meio de duas metodologias: avaliação da 

biomassa por CV e da atividade metabólica por MTT; 

4) Analisar a capacidade de formação de tubo germinativo pela C. albicans 

na presença das restantes leveduras 
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Capítulo 3 

 

Materiais e Métodos 

 

3.1. Delineamento do estudo  

 

 
Neste trabalho apresentamos um estudo experimental, realizado a partir de 

quatro leveduras de coleção diferentes onde pretendemos estudar a interação 

entre as mesmas quando comparados com a ação isolada da Candida albicans 

ATCC 10231. A interação foi avaliada através da capacidade de formação de 

biofilmes e de tubo germinativo, assim como, da análise das suas curvas de 

crescimento na sua ação isolada como em co-cultura.  

 

 

 

 

3.2. Materiais e Métodos 
 

Tabela 1- Lista dos equipamentos utilizados no decorrer dos procedimentos utilizados no estudo 

Equipamento Modelo 

Centrífuga MiniSpin Eppendorf, Hamburgo, Alemanha  

Tissue Culture Plates 96 wells VWR European article No. 734-2327 

Densitómetro Grant- bio,DEN-1, Grant Instruments, Fisher Scientific, 

New  

Hampshire, EUA  

Microscópio ótico Nikon YS100, Tóquio, Japão 

Câmara de Neubauer OptikLabor, Gorlitz, Alemanha 

Agitador Orbital Aralab Agitorb 200, Aralab, Lisboa, Portugal 

Agitador Vórtex Labnet international, inc., Edison, Nova Jersey, Estados 

Unidos da América  

Espectrofotómetro Ultravioleta-Visível UV- 1700 PharmaSpec, Schimadzu Corp., Quioto, Japão 

Contador de Colónias Colony counter Digital S, J.P. Selecta S.A., Barcelona 

Espanha 

 

Estufa Binder, Dias de Sousa S.A., Setúbal, Portugal  
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Balança de precisão   Radwag ® PS2100-R2, Radom, Polónia  

Sistema de água Milli-Q Milli-Q, Millipore, Merck, Darmstadt, Alemanha 

Leitor de Microplacas Anthos 2020 Bio-Rad, Califórnia, Estados Unidos da América 

 

 

 

 

 

Tabela 2- Lista dos Reagentes utilizados no decorrer dos experimentos realizados neste estudo 

Reagentes Origem 

Meio SDA (4%agar) VWR, Avantor, Pensilvânia, Estados Unidos da 

América 

Potato Dextrose Agar (PDA) Biolife, Lot: GN7204 

Tween 80 Fisher Scientific cas: 9005-65-6 

Phosphate-Buffered Saline (PBS) 1X 

PBS: 1,37 M NaCl, Fisher Scientific, New 

Hampshire, Estados Unidos da América; 27 mM 

KCl, ChemLab, Zedelgem, Bélgica; 100 mM 

Na2HPO4, Fisher Scientific, New Hampshire, 

Estados Unidos da América; 20 mM KH2PO4, 

ChemLab, Zedelgem, Bélgica 

Metanol >99% Fisher chemical, New Hampshire, EUA 

Ácido acético 99.7% Fisher chemical, New Hampshire, EUA 

YPD Fisher Scientific, New Hampshire, Estados  

Unidos da América 

Soro Fetal Bovino Biochrom, mbH, Berlim, Alemanha 

Cristal Violeta  VWR, Avantor, Pensilvânia, EUA 
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3.3. Preparações das estirpes  
 

3.3.1.  Estirpes utilizadas 

 

Neste estudo foram usadas linhagens padrão da “American Type Culture 

Collection “(ATCC) e da “German Collection of Microrganisms and Cell 

Cultures” (DSM), sendo elas, a Candida albicans ATCC 10231, Rhodotorula 

mucilaginosa DSM 13621, Malassezia furfur DSM 6170 e Cryptococcus albidus 

DSM 70215. 

 

 

 

3.3.2.  Condições de armazenamento e preparação das estirpes  

 

Os isolados das leveduras foram mantidos a -80◦C em caldo Brain Heart Infusion 

(GBHI) suplementado com 20% de glicerol para serem usadas em estudos 

futuros.  

As culturas de leveduras foram inoculadas em placas de SDA (para as leveduras 

C. albicans e R. mucilaginosa e incubadas a 37ºC e 25ºC respetivamente), em 

placas de PDA (para o C. albidus e incubadas a 25ºC) e placas de SDA com 0.5% 

azeite e 0.5% Tween 80 (meio designado por SDA suplementado) para a M. 

furfur a 37ºC. Todos os microrganismos foram incubados durante pelo menos 24 

horas. 

 

 

3.3.3. Pré-Inóculo 

 

Os pré-inóculos são separados em duas temperaturas especificas: 25ºC e 37ºC e 

são realizados a partir de uma cultura pura de cada levedura realizada conforme 

descrito no ponto 3.3.2.   

A 25ºC são utilizados os isolados da C. albicans, R. mucilaginosa e C. albidus, 

onde num erlenmeyer de 100 mL, foi colocado 20 mL de YPD, e é inoculado no 

meio uma porção de cultura correspondente a uma ansa de 10 l. Os erlenmeyers 

estiveram sob agitação (150 RPM), a 25ºC durante 14 horas.  

A 37ºC são utilizados os isolados da C. albicans e da M. furfur, onde para a C. 

albicans se utiliza o meio líquido YPD e para a M. furfur se utilizada o meio YPD 

suplementado (YPD+0.5% azeite+0.5% tween 80). Antes de ir para o agitador 



 26 

orbital, a 150 RPM, é inoculado no meio uma porção de cultura correspondente a 

uma ansa de 10 L . Os erlenneyers estiveram sob agitação (150 RPM), a 37ºC 

durante 14 horas. 

 

3.4.  Curvas de crescimento  
 

A partir de cada pré-inóculo, foi retirado 2 mL do conteúdo para uma cuvete e 

feita a leitura da densidade ótica (O.D.)  num espectrofotómetro. A partir desta 

leitura foi reajustada a O.D. da cultura inicial para 0.1, que será a O.D. inicial para 

todas as curvas, através do seguinte cálculo: 

 

Ci X Vi =Cf X Vf (1)  

 

em que Ci corresponde à O.D. inicial, ou seja, da O.D. lida acima da suspensão 

inicial; Vi corresponde ao volume a retirar dessa suspensão, sendo por isso a 

incógnita desta equação; Cf corresponde à densidade ótica pretendida, ou seja 0.1; 

Vf corresponde ao volume final da suspensão num segundo erlenmeyer (onde se 

vai realizar a curva).  

O cálculo da equação (1) indica-nos o volume de microrganismo (suspensão 

inicial) que terá de ser transferida para o segundo erlenmeyer.  

Depois de realizada a transferência da suspensão para os balões de erlenmeyer, 

estes foram colocados num agitador orbital a 25ºC e/ou num agitador a 37ºC 

conforme os pré-inóculos realizados no ponto 3.3.3.  

Ao fim de uma hora de incubação retiram-se os balões do agitador orbital, de 

modo a recolher uma alíquota para efetuar a medição da O.D. a 600 nm. Ao fim 

de algumas horas quando a O.D. chega perto de 1, recolhe-se 200 L da 

suspensão para a cuvete adicionando 1800 L de PBS estéril 1X, obtendo assim 

um fator de diluição de 10 X. Quando, com esta diluição, a O.D. chegar perto de 1 

passamos a diluir 20 X. Este procedimento repete-se, de hora a hora, num total 

de 12 horas, para os isolados a 25ºC, e 10 horas para os isolados a 37ºC.  

Para além das leituras realizadas no espetrofotómetro realizaram-se ensaios de 

diluição seriados, onde a partir de cada suspensão (de hora a hora) 20 L são 

transferidos para 4 poços de uma placa de 96 poços, contendo 180 L de PBS 

estéril 1X (correspondendo à diluição 10-1). De seguida realizaram-se em PBS as 

diluições seriadas até 10-6. De seguida, plaquearam-se as diluições 10-4, 10-5, 10-6. 

Para tal, transferiu-se 5 L de cada diluição em quadruplicado para as placas de 
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SDA, PDA e SDA suplementado (de acordo com os microrganismos usados, 

explicado no ponto 3.3.2).  

As placas foram colocadas nas respetivas estufas durante a noite, sendo depois 

efetuada a contagem das unidades formadoras de colónias (UFC) com o auxílio de 

um contador de colónias.  

O esquema de todo o procedimento prático desta técnica encontra-se 

representado na figura 3. 

As curvas de crescimento mistas foram realizadas, tal como as anteriores. Num 

mesmo erlenmeyer colocámos a mesma concentração de cada levedura (na razão 

1:1). A partir da equação (1), retiramos os volumes dos microrganismos usados na 

mistura, e adicionamos o mesmo volume das duas suspensões iniciais.   

As medições da O.D, e a avaliação das unidades formadoras de colónias foram 

efetuadas de hora a hora, tal como descrito anteriormente. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-Esquema do procedimento para a realização das curvas de crescimento. No esquema o 
procedimento está representado para apenas uma estirpe 
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3.5.  Avaliação da capacidade de formação de biofilmes 

 

 
A capacidade de formação de biofilmes foi analisada de acordo com a avaliação da 

biomassa total dos biofilmes simples, a avaliação da biomassa e da atividade 

metabólica dos biofilmes mistos e pré- formados.  

Devido às diferentes condições de temperatura dos microrganismos, foi 

necessário realizar 2 pré-inóculos. O modo como os pré-inóculos foram realizados 

estão descritos na secção 2.1.3.  

Após o inóculo, as células foram recolhidas por centrifugação a 14000 g durante 2 

minutos. Este processo repete-se mais duas vezes, com lavagens com 1mL de PBS 

estéril entre cada uma das centrifugações.  

 

 

 

 

3.5.1. Biofilmes simples 

 

As células recolhidas do pré-inóculo a 25ºC foram ressuspensas no meio YPD até 

uma concentração de 0.5 Macfarland correspondente aproximadamente a 1x106 

células/mL. 

Para as células recolhidas do pré-inóculo a 37ºC, as da C. albicans foram 

ressuspensas em YPD e as da M. furfur foram ressuspensas no meio YPD 

suplementado até uma concentração de 0.5 MacFarland correspondente a 1x106 

células/mL 

Das suspensões das leveduras que crescem a 25ºC, transfere-se 100 L para uma 

placa nova de 96 poços, colocando-a durante 48 horas na incubadora a 25ºC. 

Para a suspensão das leveduras que crescem a 37ºC transferem-se 100 L de cada 

suspensão para uma outra placa de 96 poços, colocando-a na estufa a 37ºC 

durante 48 horas.  

Após o período de incubação, o meio foi retirado cuidadosamente e as células não 

aderentes foram removidas por lavagem completa do biofilme 3 vezes com 200 l 

de PBS estéril por poço. Este passo é importante para a remoção das células 

planctónicas.  

Para se avaliar a biomassa total dos biofilmes coloca-se 100 L de  metanol a 

99%, por 15 min. Passado este tempo, retira-se o metanol e deixa-se os poços 

secarem à temperatura ambiente. Posto isto, vamos observar as imagens dos 



 29 

biofilmes formados num microscópio invertido. As imagens adquiridas foram 

observadas numa ampliação de 200 X.  

Posto isto, 100 L de solução 0.05% de cristal violeta são adicionados a todos os 

poços durante 20 minutos. O excesso de cristal violeta é removido sob água 

corrente. O biofilme corado foi ressuspenso com uma solução de ácido acético a 

33% (V/V). 

 

Antes de as placas serem lidas a 590 nm, realizou-se uma diluição de 1:10, 

colocando-se 10 l de solução de cada poço num novo com 90 l de ácido acético.  

Todas as placas possuíram sempre 1 coluna com meio YPD e YPD suplementado, 

utilizada como controlo negativo. Este teste foi realizado em 2 ensaios 

independentes com quatro réplicas em cada um dos mesmos.  

Os resultados obtidos para cada isolado de levedura foram gerados pela média de 

2 ensaios independentes com quatro réplicas em cada.  

 

 

 

3.5.2. Biofilmes Mistos  

 
Para a avaliação da capacidade da formação de biofilmes mistos, realizou-se o 

pré-inoculo, as lavagens com PBS e as suspensões, tal como foi explicado acima 

para o ensaio dos biofilmes simples. 

Posto isto, avaliamos a interação dos biofilmes de 2 leveduras.  

Para a co cultura das leveduras que crescem a 25ºC, na mesma placa de 96 poços 

adicionou-se uma 50 L da suspensão da C. albicans com 50 L da suspensão de 

C. albidus em 4 poços, noutros 4 colocou-se 50 L da suspensão de C. albicans e 

50 l da suspensão de R. mucilaginosa. Como controlo adicionou-se 50 l de cada 

levedura com 50 l de meio YPD em 4 poços.  

Para as misturas das leveduras que crescem a 37ºC, na mesma placa nova de 96 

poços adicionou-se 50 l da suspensão de C. albicans com 50 l da suspensão de 

M. furfur. Como controlo coloca-se 50 l de cada microrganismo com 50 l de 

meio YPD (para a C. albicans) ou YPD suplementado com 0.5% de azeite e 0.5% 

de tween 80 (para a M. furfur) em 4 poços. 

A avaliação da biomassa realiza-se tal e qual como no protocolo dos biofilmes 

simples, no entanto também se realizou a contagem do número de unidades 

formadoras de colónias. Para isso, inicialmente na placa de 96 poços duplicamos 
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as réplicas (em vez de 4 colocamos 8 poços), os 4 primeiros são utilizados para a 

leitura da biomassa, os últimos 4 são utilizados para as UFC.   

Os poços para as UFC/mL são lavados 3 vezes com 200 l de PBS estéril, sendo 

ressuspendido posteriormente em 200 l de PBS tentando retirar a maior 

quantidade de biofilme aderido à superfície da placa. Posteriormente foram 

realizadas 6 diluições seriadas até à 10-6, sendo plaqueadas as diluições 10-4, 10-5 e 

10-6. De seguida transfere-se 5 l das diluições para as placas de SDA, PDA e SDA 

suplementado onde irão ser contabilizadas depois de 24 horas de incubação.  

Para se avaliar a atividade metabólica , 100 l de solução MTT  é adicionado a 

cada poço. As placas são cobertas em folha de alumínio e incubadas no escuro a 

25ºC e a 37ºC (para os biofilmes mistos Candida- Malassezia) durante 4h.  

Após este tempo e antes de as placas serem lidas a 490 nm, 10 l de cada poço é 

transferido num novo com 90 l de água. Todo este procedimento está 

esquematizado no diagrama abaixo para uma melhor compreensão. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Esquema do procedimento para a realização dos biofilmes simples e mistos 

 

 

3.5.3. Biofilmes pré- formados 

 
Para a avaliação da capacidade de formação de biofilmes pré- formados, realizou-

se a partir do pré- inóculo da C. albicans uma suspensão da mesma (uma para 

cada temperatura) em YPD até uma concentração de 0.5 MacFarland 

correspondente a 1x106 células/mL.  

50 l desta suspensão foram adicionados a 2 novas placas de 96 poços (uma placa 

para cada temperatura usada). Na placa correspondente aos 25ºC, adicionou-se 

esta suspensão em 24 poços (8 para as misturas, 4 para o controlo e 16 para 
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UFC). Na placa correspondente aos 37ºC, adicionou-se em 16 poços (4 para a 

mistura, 4 para o controlo e 8 para UFC/mL). 

No dia seguinte, a partir de outro pré-inóculo de C. albidus, R. mucilaginosa e M. 

furfur realizou-se uma suspensão para cada com YPD e YPD suplementado (para 

a M. furfur) até uma concentração de 0.5 MacFarland, o que corresponde 

aproximadamente a 1x106 células /mL.  

Antes das suspensões das 3 leveduras serem colocadas na placa, lavou-se 3 vezes 

os biofilmes formados com a suspensão da C. albicans, com 100 l de PBS estéril 

1X para que se consiga retirar as células planctónicas.  

Posto isto, adicionou-se os inóculos das 3 leveduras (50 l nos poços das 

misturas, 50 l nos poços controlo e 50 l nos poços das UFC/mL).  Ainda nos 

poços de controlo das 4 leveduras, coloca-se 50 l de meio YPD ou YPD 

suplementado (para o caso da M. furfur).  

A revelação dos biofilmes, tanto para a avaliação da biomassa assim como da 

atividade metabólica, acontece 48 horas de incubação (uma placa na estufa a 

25ºC e outra placa na estufa a 37ºC). 

A avaliação da biomassa, das unidades formadoras de colónias e da atividade 

metabólica realizou-se com o mesmo protocolo dos biofilmes mistos.  

No diagrama abaixo está representado o esquema do procedimento inicial para os 

biofilmes pré- formados. 
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Figura 5- Esquema do procedimento para a realização dos biofilmes Pré- Formados 
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3.6. Formação do tubo germinativo  
 

A formação do tubo germinativo foi avaliada quer. para a C. albicans ATCC 10231 

quer para as diferentes misturas com outras leveduras (C. albicans + R. 

mucilaginosa, C. albicans + C. albidus e C. albicans + M. furfur).  

As suspensões de células das leveduras foram preparadas em aproximadamente 2 

mL de PBS estéril, até uma concentração de 1 MacFarland.  

Para a avaliação da C. albicans isolada, foi transferido 125 L de suspensão em 

775 L de YPD enriquecido com 10% de Soro fetal bovino e incubado num 

agitador orbital a 37ºC a 180 RPM durante 2h30 minutos.  

Para avaliarmos a percentagem de formação de tubo germinativo da C. albicans a 

25ºC foi transferido 125 l de suspensão em 775 l de YPD enriquecido com 10% 

de Soro fetal bovino que ficou no agitador a 25ºC a 180 RPM durante 2h30 

minutos. 

A avaliação da capacidade de formação do tubo germinativo da C. albicans na 

presença das leveduras que crescem a 25ºC, isto é, co- culturas de C. albicans +R. 

mucilaginosa e de C. albicans + C. albidus), foi realizada através de 2 

transferências de 125 l da suspensão de cada levedura em 650 l de YPD 

enriquecido com 10% de Soro fetal bovino e incubada num agitador orbital a 

25ºC a 180 RPM durante 2 h30minutos.  

Para a avaliação do tubo germinativo misto entre a C. albicans e a M. furfur, 

foram realizadas 2 transferências de 125 l da suspensão das leveduras em 650 l 

de YPD e em YPD suplementado, enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 

incubada num agitador orbital a 37ºC a 180 rpm durante 2h30 minutos.  

Após a incubação, 10 l da cultura foram coletados e observados em microscópio 

ótico, com uma ampliação de 40X, com o auxílio da câmara de Neubauer.  

A percentagem de células que expressam tubo germinativo foi calculada 

visualmente através do número total de células.  

Os resultados obtidos para cada mistura de isolados de leveduras foram 

classificados comparando a proporção (%) de células com tubo germinativo do 

total de células existentes, com o resultado obtido usando o controlo (C. 

albicans).  
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3.7. Análise estatística  
 

 Para analisar a diferença na formação de biofilmes e do tubo germinativo entre o 

controlo, as leveduras isoladas e as misturas, foram realizadas o teste de análise 

de variância (one way ANOVA), seguido do teste Dunnett com um grau de 

confiança de 95%. Valores de p iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos.  

Para a análise dos biofilmes simples formados a 37ºC para os isolados da 

Candida albicans e da Malassezia furfur, visto só termos 2 amostras para 

comparar escolhemos o teste T student para a análise estatística. Valores de p 

iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  

Os resultados foram analisados utilizando o software Graphpad Prism 5. 
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Capítulo 4 

Resultados 
 

4.1. Curva de Crescimento das leveduras a 25ºC 

 

O primeiro passo do presente trabalho experimental assentou na elaboração de 

uma curva de crescimento para os isolados da C. albicans, R. mucilaginosa, C. 

albidus, e para as misturas C. albicans + R. mucilaginosa e C. albicans +C. 

albidus. 

Esta parte experimental, demonstrada através de 2 ensaios independentes, 

realizou-se de forma a determinar o comportamento das 3 estirpes padrão 

quando isoladas e quando em co cultura, sendo a levedura em comum em todas 

as misturas, o controlo - C. albicans.  

Os valores registados, foram inseridos no seguinte gráfico (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após a análise do perfil de crescimento obtido (figura 6), é possível determinar 

duas das quatro fases distintas duma curva de crescimento microbiano. Em todas 

as leveduras e nas misturas verificou-se que, possuem uma fase de latência (lag) e 

uma fase exponencial (log) de grande duração não conseguindo, no período 

definido, chegar à fase estacionária nem à fase de declínio (morte).  

Observamos através da figura 6 que quando se encontram, na simulação de co 

cultura, não existe alterações quanto à velocidade do crescimento e quanto ao 

ponto que diferencia a fase de latência com a entrada na fase exponencial.  

Figura 6- Representação gráfica da densidade ótica (OD 600) nm vs. 
Tempo (horas) da curva de crescimento de 12 horas da estirpe C. albicans, R. 
mucilaginosa, C. grutti e das misturas das 2 últimas leveduras com a C. 
albicans 
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Após a obtenção deste gráfico, e de acordo com o propósito do nosso estudo, 

realizamos uma análise à taxa de crescimento entre 2 leituras, na fase 

exponencial, e a sua conversão em percentagem sendo o nosso 100 %, o valor do 

crescimento da estirpe C. albicans. Essa análise encontra-se representada na 

tabela 3.  

 

 

Tabela 3- Cálculo da taxa de crescimento das leveduras que crescem a 25ºC e das 
2 misturas correspondentes durante a fase exponencial da curva microbiana (no 
T8 e T9) e cálculo da percentagem correspondente ao crescimento comparado 
com o controlo C. albicans (100%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através da tabela 3 podemos observar que, apesar de visualmente parecer que as 

misturas possuem um aumento do crescimento em relação à C. albicans, a taxa 

de crescimento das misturas, quer com a Rhodotorula mucilaginosa quer com o 

Cryptococcus albidus diminui. Essa diminuição é mais acentuada para a mistura 

da C. albicans + R. mucilaginosa, tendo sido registado uma diminuição para 

metade.  

 

 

4.1.1. Curva de Crescimento a 25ºC pelo Método das Diluições Sucessivas 
(UFC/mL) 

 

Ao mesmo tempo, em que foi realizado o ensaio das curvas de crescimento 

através das leituras da OD600 nm, foi necessário perceber a correlação existente 

entre um determinado valor da leitura da OD das diferentes leveduras e o valor 

obtido nas Unidades Formadoras de Colónias por cada mililitro (UFC/mL).  

Devido ao facto de não se conseguir ter a certeza que cada colónia surgiu de uma 

célula única, os resultados em vez de serem expressos em número de 

microrganismos são expressos em UFC.  

 
OD (8,9) Taxa de                               

Crescimento 

% 

C.albicans 1,16 0,019 100 

R.mucilaginosa 0,69 0,012 60,13 

C. albidus 1,29 0,021 112,23 

C.albicans+ R.mucilaginosa 0,59 0,001 51,53 

C.albicans + C. albidus  0,83 0,014 72,05 
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Esta análise é feita, tal como nas curvas de crescimento, de hora a hora, para 

conseguirmos retirar algumas conclusões comparando resultados.  

Para tal, realizamos uma segunda curva de crescimento, recorrendo às diluições 

seriadas que são apresentadas na figura 7.  
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De acordo com os dados apresentados na figura 7, verificamos que existem 

algumas diferentes entre as diferentes curvas. Ao contrário da curva apresentada 

com as leituras da absorvância a 600 nm, nesta observamos que a mistura 

representada a amarelo, constituída pela junção da C. albicans mais R. 

mucilaginosa tem um crescimento acentuado quando comparada com a C. 

albicans isoladamente.  

Na curva correspondente ao nosso controlo, apesar do declínio do último ponto 

na figura 7, é muito pouco provável que esta variação tenha consequências no 

crescimento celular correspondente ao T12, visto que, segundo a literatura esta 

levedura tem uma fase exponencial muito mais duradora do que as horas 

analisadas no nosso trabalho.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Representação Gráfica UFC/mL vs. Tempo (em horas) da 
curva de crescimento das 3 leveduras isoladas e das misturas da C. 
albicans + R. mucilaginosa e da C. albicans + C. albidus 
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4.2. Curva de Crescimento das leveduras a 37ºC 
 

Neste trabalho foi necessário dividir os ensaios experimentais em 2 fases, isto é, 

em 2 temperaturas distintas. Esta divisão é crucial devido às diferentes 

características dos fungos usados no estudo, tendo diferentes temperaturas 

ótimas para o crescimento das diferentes leveduras, para que consiga colonizar o 

hospedeiro causando assim infeção.  

 

Para além da divisão de temperatura, sentimos a necessidade de testar ainda, 

quais seriam as diferenças em usar o meio líquido que “beneficia” o crescimento 

da estirpe C. albicans (YPD), ou usar o meio característico da M. furfur (YPD 

suplementado com ácidos gordos). 

Por isso, elaboramos a partir de 2 ensaios independentes, uma curva de 

crescimento de modo a avaliar o comportamento da estirpe padrão de C. 

albicans, da estirpe padrão da M. furfur e da mistura das mesmas. Essas curvas 

estão representadas na Figura 8.  
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Após a analise da Figura 8, e tal como na curva de crescimento a 25ºC, 

conseguimos identificar apenas duas das quatro fases características duma curva 

de crescimento microbiano, a fase de latência (lag) e a fase exponencial (log). 

Com a curva obtida, podemos observar que existe uma diferença evidente entre a 

levedura controlo (C. albicans) quando comparada com as misturas (seja em YPD 

Figura 8- Representação gráfica da densidade ótica (OD 600) nm vs. 
Tempo (em horas) da curva de crescimento das estirpes C. albicans e M. 
furfur e das misturas em estudo em dois meios líquidos distintos (YPD e 
YPD suplementado) 
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ou YPD suplementado). Este aumento foi mais acentuado para a mistura que 

crescia em meio YPD suplementado. Para além das diferenças presentes na 

velocidade de crescimento, concluímos também que quando se encontram 

misturadas entram em fase exponencial mais cedo, do que, quando temos a C. 

albicans e a M. furfur isoladas. 

Tal como para a curva a 25ºC, e de acordo com um dos objetivos do trabalho, 

fomos avaliar as diferenças existentes na taxa de crescimento que ocorre nas 

leveduras isoladas e na sua mistura. Estes valores estão representados na tabela 

4.  

 

Tabela 4-Cálculo da taxa de crescimento das leveduras que crescem a 37ºC  
e das misturas correspondentes durante a fase exponencial (no T6 e T7) e 
cálculo da percentagem correspondente ao crescimento comparado com o 
controlo C. albicans (100%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através da análise da tabela 4, podemos observar que, apesar de a curva realizada 

pelas leituras das O.D 600 nm, para a mistura em YPD parecer mostrar que existe 

um crescimento mais rápido em relação à estirpe C. albicans, quando realizamos 

o cálculo da taxa de crescimento e a respetiva percentagem, a conclusão não é 

concordante.  

Portanto, para a mistura das leveduras no meio líquido YPD, a taxa de 

crescimento é inferior ao nosso controlo, no entanto, para a mistura dos 

microrganismos em YPD suplementado essa taxa está concordante com a 

informação transmitida na figura 8 (um aumento do crescimento).  

 

 

4.2.1. Curva de Crescimento a 37ºC pelo Método das Diluições Sucessivas 
(UFC/mL) 

 

Tal como já foi referido acima, ao mesmo tempo em que se realizava as leituras da 

OD600 nm, eram realizadas uma sucessão de diluições, no intervalo de tempo de 1 

 
OD(6,7) Taxa de 

Crescimento 

% 

C.albicans +M. Furfur YPD 2,16 0,036 91,31% 

C. albicans +M. Furfur YPDS 3,1 0,051 131,36% 

C.albicans 2,36 0,039 100% 

M. Furfur 2,01 0,033 84,96% 
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hora num período total de 9 horas. Tal foi necessário para que conseguíssemos 

perceber qual o número total de células que se observavam em cada fase da curva 

microbiana, assim como, permite que exista uma comparação com os resultados 

obtidos na figura 8.  

Posto isto, a respetiva curva correspondente à UFC/mL está representada na 

figura 9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com a figura 9, podemos notar que, ao contrário da figura 8 em que era 

notória uma diferença entre as leveduras - C. albicans e M. furfur e a mistura das 

mesmas, as UFC/mL não demonstram alterações entre as misturas e as leveduras 

isoladas. 

 

 

4.3. Avaliação da capacidade de formação de biofilmes 
simples 
  

4.3.1. Biofilmes simples a 25ºC 

 

Os valores médios da biomassa dos biofilmes simples dos 3 isolados a 25ºC estão 

representados na figura 10 e o respetivo cálculo da percentagem em comparação 

com o controlo está representado na tabela 5.  
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Figura 9- Representação Gráfica UFC/mL vs. Tempo (em 
horas) da curva de crescimento das duas leveduras isoladas 
e das misturas em YPD e YPD com suplementação lipídica  
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  Tabela 5-Resultados dos 2 ensaios independentes realizados dos biofilmes simples com 48 horas 
de idade a 25ºC das 3 leveduras e convertidos em %, sendo a referencia (100%) C. albicans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com a biomassa total dos biofilmes simples, representada pela média 

aritmética das quatro réplicas por ensaio e mostradas em valores de absorvância 

(A590 nm), a escala de formação de biofilmes, de maior para menor, foi: 

Rhodotorula mucilaginosa > Cryptococcus albidus> Candida albicans. A 

diferença na formação do biofilme foi estatisticamente significativa entre o 

isolado da Candida e os outros isolados (P<0,05).  

Através da tabela 5 conseguimos observar que, a R. mucilaginosa tem a 

capacidade formar, segundo a biomassa total, duas vezes mais biofilme do que a 

C. albicans.  

 

 

 

 

 

 

 
Média % 

C.albicans 1,83 100 % 

R.mucilaginosa 3,9 213,41 % 
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Figura 10-Representação gráfica da formação de 
biofilmes a 25ºC pela C. albicans, R. mucilaginosa e C. 
albidus com 48 horas de incubação, de acordo com a 
biomassa (590 nm) e respetivo erro padrão. Valores de 
p< 0,05 foram considerados estatisticamente 
significativos  
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4.3.2. Biofilmes simples a 37ºC 

 

Os valores médios da biomassa dos biofilmes simples dos 2 isolados (C. albicans 

e M. furfur) a 37ºC estão representados na Figura 11 e o respetivo cálculo da 

percentagem em comparação com a C. albicans está representado na tabela 6. 

 

Tabela 6- Resultados dos 2 ensaios realizados dos biofilmes simples a 37ºC  e convertidos em %, 
sendo a referencia (100%) a C. albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com a biomassa total dos biofilmes simples a 37ºC, exibida pela média 

aritmética das quatro réplicas por ensaio e mostradas em valores de absorvância 

(A590 nm), a escala de formação de biofilmes, de maior para menor, foi: 

Malassezia furfur > Candida albicans. A diferença na capacidade de formação de 

biofilme foi estatisticamente significativa para o isolado da M. furfur em 

comparação com o controlo (c. albicans), para valores de p<0,05.  

Em relação ao nosso controlo, segundo a tabela 6, a M. furfur, tem 3 vezes mais 

capacidades de aderir, formando biofilme.  
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Figura 11- Formação de biofilmes a 37ºC pela C. 
albicans e M. furfur com 48 horas de incubação, de 
acordo com a biomassa (590nm) e respetivo erro 
padrão. Valores de p< 0,05 foram considerados 
estatisticamente significativos 



 42 

4.3.3. Visualização dos biofilmes por Microscópio Invertido 

  

As imagens obtidas dos biofilmes formados utilizando o microscópio invertido 

encontram-se na figura 12.  

Foram observados os biofilmes simples formados pelos 4 isolados padrão, com 

uma ampliação de 200 X.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através das imagens adquiridas podemos verificar a presença de biofilme em 

todos os isolados, sendo que visualmente, o biofilme formado pela C. albicans 

apresenta-se mais denso e não se encontra em monocamada.  

 

 

 

 

 

 

(c) (d) 

Figura 12- Biofilmes dos isolados utilizados neste estudo, com uma 48horas de idade. (a) 
Biofilme formado pela C. albicans ATCC 10231 ;(b) Biofilme formado pela R. mucilaginosa 
DSM 13621; (c) Biofilme formado pela M. furfur DSM 6170 e (d) Biofilme formado pelo C. 
albidus DSM 70215 

(a) (c) 
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4.4. Avaliação da capacidade de formação de biofilmes 
mistos  

4.4.1. Biofilmes mistos a 25ºC 

 

4.4.1.1.  Avaliação da biomassa dos Biofilmes mistos a 25ºC  

 
Os valores médios da biomassa total dos biofilmes mistos dos 3 isolados e das 

misturas entre os mesmos (tendo como levedura em comum a C. albicans) estão 

representados na Figura 13, as respetivas conversões em percentagem estão 

registadas na tabela 7. Os valores das unidades formadores de colónias 

correspondentes aos biofilmes mistos a 25ºC estão na figura 14. 

 

Tabela 7-- Média dos 2 ensaios da avaliação da biomassa dos biofilmes mistos a 25ºC  e 
convertidos em %, sendo a referencia (100%) C. albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Média dos 2 ensaios %  

C.albicans + C.albidus 3,35 142,89 %  

C.albicans + R.mucilaginosa 2,26 96,46 %  

C.albicans 2,34 100 %  

R.mucilaginosa 3,89 166,18 %  

C.albidus 2,42 103,32 %  

Biofilmes mistos 25ºC

0

1

2

3

4

5

*

C. albicans +

R.

mucilaginosa

C.albicans

+ C.albidus
C. albicans

R. mucilaginosa

C. albidus

A
b

s
o

rv
â
n

c
ia

(5
9
0
 n

m
)

UFC Biofilmes mistos 25ºC

0

2

4

6

8

10

C.albicans
C. albidus

R. mucilaginosa

C. albicans +

R. mucilaginosa C. albicans

+ C.albidus

L
o

g
 d

o
 n

ú
m

e
ro

 d
e
 c

o
ló

n
ia

s

Figura 13-Formação de biofilmes mistos a 25ºC 
com 48 horas de incubação, de acordo com a 
biomassa, através do CV (590nm) e os respetivos 
erros padrões. Valores de p< 0,05 foram 
considerados estatisticamente significativos 

Figura 14- Representação em coluna das unidades 
formadoras de colonias dos biofilmes mistos a 25ºC 
contadas após 24 horas de incubação e os respetivos 
erros padrões 
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Em relação aos valores da biomassa dos biofilmes mistos, representada pela 

média aritmética de quatro réplicas e apresentadas em valores de absorvância 

(A590 nm), a escala de formação de biofilmes mistos, de maior para menor, foi:  

R. mucilaginosa > C. albicans +C. albidus > C. albidus > C. albicans > C. 

albicans + R. mucilaginosa.  

Comparando as misturas com o nosso isolado de C. albicans podemos concluir 

que quando colocadas em simultâneo com o C. albidus a formação de biofilme 

aumenta, contudo não de forma estatisticamente significativa (p>0,05). Já a 

mistura C. albicans + R. mucilaginosa não apresenta diferenças relevantes no 

biofilme formado quando comparado com o nosso controlo.  

De acordo com os resultados da figura 14, e fazendo uma correlação com a figura 

13, podemos reparar que a mistura realizada pela C. albicans com a R. 

mucilaginosa, quanto à avaliação da biomassa, não mostra resultados 

significativos e relevantes, visto que, os valores de absorvância e as UFC/mL são 

aproximadamente iguais.  

 

 

4.4.1.2. Avaliação da atividade metabólica dos biofilmes mistos a 25ºC 

 
Os valores médios da atividade metabólica dos biofilmes mistos dos 3 isolados e 

das misturas dos mesmos estão representados na figura 15 e as respetivas 

percentagens foram registadas na tabela 8.  

 

Tabela 8- Média dos 2 ensaios independentes realizados da atividade metabólica dos biofilmes 
mistos a 25ºC, convertidos em percentagem tendo em conta o controlo  C. albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Média dos 2 ensaios % 

   C. albicans + C. albidus 1,213 72,28 % 

  C. albicans+ R. mucilaginosa 1,11 65,87 % 

C. albicans 1,68 100 % 

R. mucilaginosa 2,96 176,60 % 

C. albidus 2,54 151,42 % 
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Em relação à atividade metabólica dos biofilmes mistos a 25ºC, representada pela 

média aritmética de quatro réplicas e representadas em valores de absorvância 

(A490 nm), a escala de formação de biofilmes, de maior para menor, foi: R. 

mucilaginosa> C. albidus > C. albicans > C. albicans + C. albidus > C. albicans+ 

R. mucilaginosa.  

De acordo com a atividade metabólica, ambas as misturas mostraram uma 

diminuição da viabilidade dos biofilmes, sendo mais acentuado para a mistura de 

C. albicans + R. mucilaginosa. 

 

 

4.4.2. Biofilmes mistos a 37ºC 

 

 4.4.2.1. Avaliação da biomassa dos Biofilmes Mistos a 37 °C 

 
 Os valores médios da biomassa total dos biofilmes mistos a 37ºC dos isolados e 

também das misturas com diferentes meios líquidos (YPD e YPD suplementado) 

estão representados na figura 16 e as respetivas conversões em percentagem, 

sendo sempre feita a comparação com a C. albicans são apresentados na tabela 9.  

Os valores, em logaritmo, das unidades formadores de colónias correspondentes 

aos biofilmes mistos a 37ºC estão na figura 17. 
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Figura 15- Formação de Biofilmes mistos a 25ºC pelos 
3 isolados e as misturas, de acordo com a atividades 
metabólica, utilizando o MTT (490 nm). Valores de p< 
0,05 foram considerados estatisticamente significativos 
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Tabela 9- Resultados dos 2 ensaios da avaliação da biomassa dos biofilmes mistos  a 37ºC  e 
convertidos em %, sendo a referência (100%) a C. albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação à biomassa dos biofilmes mistos a 37ºC, revelada pela média aritmética de 

quatro réplicas e mostradas em valores de absorvância (A590 nm), a escala de formação 

de biofilmes mistos em relação à C. albicans, de maior para menor, foi: C. albicans + M. 

furfur > C. albicans > M. furfur. A diferença na formação de biofilmes foi estatisticamente 

significativa tanto para o isolado como para a mistura equiparando com o controlo 

(p<0,05).  

As UFC/mL não nos revelam grandes diferenças entre os isolados e as misturas com a C. 

albicans.  As colónias para a mistura C. albicans + M. furfur foram plaqueadas em placas 

de SDA e em placas de SDA suplementado com o intuito de, na contagem, tentarmos 

perceber se influenciava o crescimento das colónias.  Como podemos observar na figura 

17, tal não aconteceu, os números de colónias formadas são bastante semelhantes.  
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Figura 16- Formação de biofilmes mistos a 37ºC 
com 48 horas de incubação, de acordo com a 
biomassa, através do CV (590nm) e os respetivos 
erros padrões. Valores de p< 0,05 foram 
considerados estatisticamente significativos 

Figura 6- Representação em coluna das 
unidades formadoras de colónias dos biofilmes 
mistos a 37ºC contadas após 24 horas de 
incubação e os respetivos erros padrões 
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4.4.2.2. Avaliação da atividade metabólica dos biofilmes mistos a 37ºC 
 

Os valores médios da atividade metabólica dos biofilmes mistos dos 4 isolados estão 

representados na figura 18, já os valores transformados em percentagem da atividade 

metabólica dos biofilmes mistos estão representados na tabela 10.  

 

Tabela 10- Resultado dos 2 ensaios independentes realizados da atividade metabólica dos biofilmes 
mistos a 37ºC, convertidos em percentagem tendo em conta o controlo C. albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação à atividade metabólica dos biofilmes mistos a 37ºC, representada pela média 

aritmética de quatro réplicas e representadas em valores de absorvância (A490 nm), a 

escala de formação de biofilmes, de maior para menor, foi: M. furfur > C. albicans + M. 

furfur > C. albicans. 
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Figura 18-Formação de Biofilmes mistos a 37ºC pelos 2 
isolados e as misturas, de acordo com a atividades 
metabólica, utilizando o MTT (490 nm) . Valores de p< 
0,05 foram considerados estatisticamente significativos 
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4.5 Avaliação da capacidade de formação de biofilmes Pré- 
Formados  

 

4.5.1. Avaliação dos Biofilmes Pré- Formados a 25ºC 

 

4.5.1.1. Avaliação da biomassa dos biofilmes Pré- Formados a 25º C 

 
Os valores médios da biomassa dos biofilmes pré- formados dos 3 isolados e das suas 

misturas com a C. albicans estão representados na figura 19 e as respetivas 

percentagens da biomassa total em comparação com o controlo encontram-se 

registados na tabela 11. As UFC/mL dos biofilmes pré- formados estão representados 

na figura 20. 

 

Tabela 11- Média dos 2 ensaios da avaliação da biomassa dos biofilmes pré- formados a 25ºC  e 
convertidos em %, sendo a referência (100%) a C. albicans 
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  C. albicans+ C. albidus 2,86 76,90 % 

 C. albicans+R. mucilaginosa 2,56 69,02 % 

C. albicans 3,71 100 % 

R. mucilaginosa 4,95 133,40 % 

C. albidus 3,75 101,01 % 
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Figura 19- Formação de biofilmes pré- 
formados a 25ºC, de acordo com a biomassa, 
através do CV (590nm) e os respetivos erros 
padrões. Valores de p< 0,05 foram considerados 
estatisticamente significativos 

Figura 20- Representação em coluna das 
unidades formadoras de colónias dos biofilmes 
pré- formados a 25ºC contadas e os respetivos 
erros padrões 
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Em relação à biomassa dos biofilmes pré- formados, representada pela média 

aritmética de quatro réplicas e mostradas em valores de absorvância (A590 nm), a 

escala de formação de biofilmes, de maior para menor, foi R. mucilaginosa > C. albidus 

> C. albicans > C. albicans+ C. albidus > C. albicans + R. mucilaginosa.  A diferença na 

formação de biofilmes não foi estatisticamente significativa tanto para os isolados como 

para as misturas quando equiparadas com o controlo (p>0,05). 

Na figura 20 estão representadas as UFC/mL dos biofilmes pré- formados a 25ºC, 

efetuadas para que conseguíssemos compreender se os valores de absorvância lidos nos 

biofilmes estariam ou não de acordo com a contagem do número de colónias. Para os 

biofilmes pré- formados a 25ºC esta diferença não existiu em nenhum dos isolados e 

também em nenhuma das misturas.  

 

 

 

4.5.1.2 Avaliação da atividade metabólica dos biofilmes pré- formados a 25ºC 

 
Os valores médios da atividade metabólica dos biofilmes pré- formados dos 3 isolados 

estão representados na figura 21, já os valores transformados em percentagem da 

atividade metabólica dos biofilmes mistos estão representados na tabela 12.  

 

 

Tabela 12- Média dos 2 ensaios independentes realizados da atividade metabólica dos biofilmes pré- 
formados a 25º C, convertidos em percentagem tendo em conta o controlo C. albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     média dos 2 ensaios % 

C. albicans+ R. mucilaginosa 1,07  90,32 % 

C. albicans +C. albidus 1,17  98,53 % 

C. albicans 1,19 100 % 

R. mucilaginosa 1,97 166,11 % 

C. albidus 1,81 152 % 
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Em relação à atividade metabólica dos biofilmes pré- formados a 25ºC, representada 

pela média aritmética de quatro réplicas e apresentadas em valores de absorvância 

(A490 nm), a escala de formação de biofilmes, de maior para menor, foi: R. 

mucilaginosa > C. albidus > C. albicans > C. albicans + C. albidus > C. albicans + R. 

mucilaginosa.  

A diferença na formação de biofilmes não foi estatisticamente significativa para as 

misturas quando equiparadas com o controlo (p>0,05), mas foram significativas 

comparando com os isolados das leveduras (p< 0,05).  

Os valores da atividade metabólica da C. albicans não se alterou praticamente nada 

quando estão em mistura quer com a R. mucilaginosa ou com o C. albidus. 

 

4.5.2. Avaliação dos biofilmes pré- formados a 37ºC 

 

4.5.2.1. Avaliação da biomassa dos biofilmes pré- formados a 37º C 

 
Os valores médios da biomassa dos biofilmes pré- formados dos 2 isolados e das suas 

misturas com a C. albicans estão representados na figura 22 e as respetivas 

percentagens da biomassa total em comparação com o controlo encontram-se 

registados na tabela 13. As UFC/mL dos biofilmes pré- formados estão representados 

na figura 23.  
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Figura 7- Formação de Biofilmes pré- formados a 25º C 
pelos 3 isolados e as misturas, de acordo com a atividades 
metabólica, utilizando o MTT (490 nm) . Valores de p< 
0,05 foram considerados estatisticamente significativos 
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Tabela 13- Resultados dos 2 ensaios da avaliação da biomassa dos biofilmes pré- formados a 37ºC  e 
convertidos em %, sendo a referência (100%) a  C. albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação à biomassa total dos biofilmes pré- formados a 37ºC, representada pela 

média aritmética de quatro réplicas e mostradas em valores de absorvância (A590 nm), 

a escala de formação de biofilmes, de maior para menor, foi C. albicans + M. furfur > 

C. albicans > M. furfur.  A diferença na formação de biofilmes foi estatisticamente 

significativa tanto para os isolados como para as misturas quando equiparadas com o 

controlo (p<0,05). 

Tal como já tínhamos observado para os valores de absorvância dos biofilmes mistos a 

37ºC, a mistura da C. albicans com a M. furfur faz com que, mesmo que as leveduras 

sejam colocadas em contacto em simultâneo, ou com um desfasamento de 24 horas 

(biofilme pré- realizado da C. albicans) o resultado é sempre de aumento da adesão.  
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Figura 22- Formação de biofilmes pré- 
formados a 37ºC, de acordo com a biomassa, 
através do CV (590nm) e os respetivos erros 
padrões. Valores de p< 0,05 foram considerados 
estatisticamente significativos 

Figura 23- Representação em coluna das unidades 
formadoras de colónias dos biofilmes pré- formados 
a 37ºC contadas após 24 horas de incubação e os 
respetivos erros padrões 
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4.5.2.2. Avaliação da atividade metabólica dos biofilmes pré- formados a 37º C  

 

 
Os valores médios da atividade metabólica dos biofilmes pré- formados dos 2 isolados 

estão representados na figura 24, já os valores transformados em percentagem da 

atividade metabólica dos biofilmes mistos estão representados na tabela 14.  

 

 
  Tabela 14- Resultados dos 2 ensaios independentes realizados da  atividade metabólica dos biofilmes 
pré- formados a 37º C, convertidos em percentagem tendo em conta o controlo  C. albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação à atividade metabólica dos biofilmes pré- formados a 37ºC, representada 

pela média aritmética de quatro réplicas e apresentadas em valores de absorvância 

(A490 nm), a escala de formação de biofilmes, de maior para menor, foi:  M. furfur > C. 

albicans + M. furfur > C. albicans.  

A diferença na formação de biofilmes não foi estatisticamente significativa para a 

mistura nem para o isolado da M. furfur quando equiparadas com o controlo (p>0,05).  
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Figura 24- Formação de Biofilmes pré- formados a 37º 
C pelos 2 isolados e as misturas, de acordo com a 
atividades metabólica, utilizando o MTT (490 nm).. 
Valores de p< 0,05 foram considerados estatisticamente 
significativos 
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4.6 Avaliação da capacidade de formação de tubo 
germinativo  

 
Para a C. albicans um dos fatores de virulência mais importantes, e que é uma 

característica única, é a sua capacidade de formar tubo germinativo, isto é, a sua 

capacidade de transitar da forma de levedura para a forma hifal.  

Devido às diferentes temperaturas ótimas das leveduras em estudo, tal como nos 

biofilmes, realizamos o trabalho para 2 temperaturas distintas- 25ºC e 37ºC.  

 

 

 

 

4.6.1. Avaliação da capacidade de formação de tubo germinativo a 25º C 

 
Os valores médios, de 2 ensaios independentes, da formação do tubo germinativo a 

25ºC mostrados em percentagem (%) estão representados na figura 25.  

Para conseguirmos realizar uma comparação entre as misturas dos isolados e a C. 

albicans, e apesar de já ser do conhecimento científico, que a 37ºC é que a C. albicans 

consegue formar um maior número de tubos germinativos, fomos testar como é que ela 

se comportava a 25ºC.  

Na tabela 15 encontram-se representados os valores médios da percentagem de 

formação do tubo germinativo nos 2 ensaios realizados, assim como, a sua 

representação na forma de percentagem.  

 

Tabela 15- Resultados dos valores da capacidade de formação de tubo germinativo pela C. albicans e 
pela mesma na presença das leveduras a 25ºC 

 

 

 

 

 

 

 

 
Média % 

C. albicans 6,01 100 % 

C. albicans + R. mucilaginosa 1,06 17,63 % 

C. albicans + C. albidus 0,86 14,28 % 
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Através da figura 25 podemos concluir que, em mistura, a capacidade de formar tubo 

germinativo diminui bastante.  

A diferença na capacidade de formação de tubo germinativo foi estatisticamente 

significativa para ambas as misturas dos isolados quando equiparadas com o controlo 

(p<0,05). 

 
 

 

4.6.2. Avaliação da capacidade de formação de tubo germinativo a 37º C 

 

 
Os valores médios, de 2 ensaios independentes, da formação do tubo germinativo a 

25ºC mostrados em percentagem (%) estão representados na figura 26.  Na tabela 16 

encontram-se representados os valores médios da percentagem de formação do tubo 

germinativo a 37ºC nos 2 ensaios realizados, assim como, a sua representação em 

comparação com a C. albicans na forma de percentagem   
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Figura 25- Avaliação da formação de tubo 
germinativo a 25ºC por parte da C. albicans e das 
misturas das outras 2 leveduras com a C. albicans. 
Valores de p< 0,05 foram considerados 
estatisticamente significativos 
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Tabela 16- Resultados dos valores correspondentes à capacidade de formação do tubo germinativo a 
37ºC da C. albicans isolada e da mesma com a M. furfur nos 2 meios líquidos usados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com a figura 26, podemos visualizar que os isolados quando em misturas 

diminuem ligeiramente o número de tubos germinativos (%) formados.  

A diferença na capacidade de formação de tubo germinativo não foi estatisticamente 

significativa para ambas as misturas dos isolados quando equiparadas com o controlo 

(p>0,05). 
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Figura 26- Avaliação da formação do tubo 
germinativo a 37ºC pela C. albicans e da mistura da 
Malassezia com a levedura controlo no meio YPD e 
YPD suplementado. Valores de p< 0,05 foram 
considerados estatisticamente significativos 
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4.7 Quadro resumo - Correlação entre resultados  
 

Após todos os resultados mencionados acima, e de forma a facilitar a sua análise e a 

retirada de conclusões, elaborámos um quadro resumo. Este quadro representa os 

ensaios realizados e os resultados apenas das misturas e não das suas ações isoladas. As 

setas representam o efeito da mistura no nosso controlo, tendo 3 cores diferentes. A cor 

verde representa um aumento da virulência da C. albicans na presença de outra 

levedura, a cor laranja representa uma ligeira diminuição nos resultados quando 

comparados com a ação isolada e a cor vermelha exibe a diminuição da ação da C. 

albicans em co- cultura com outra levedura.  

 

 

Tabela 17- Quadro resumo de todos os ensaios realizados neste trabalho 

 

 

 

 

Com apenas uma análise superficial desta ilustração de resultados podemos dizer que 

as leveduras R. mucilaginosa e o C. albidus, nas curvas de crescimento e nos fatores de 

virulências estudados, quando presentes com a C. albicans levam a uma diminuição da 

patogenicidade e da virulência em relação à ação da C. albicans. Para a M. furfur a 

conclusão é totalmente contrária, visto que, a junção de ambas a levedura contribuirá 

para um aumento do número de células, aderência e invasão do hospedeiro pelos 

microrganismos. 

Portanto, podemos dizer que as 2 leveduras que exercem um efeito retrocedente à ação 

da C. albicans podem ser classificadas como antagonistas da mesma. Já a M. furfur 

C. albicans + R. mucilaginosa M. furfur C. albidus  
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pode ser denominada como simbionte do nosso controlo, devido a que, quando juntas 

cresçam e multiplicam-se e aumentam os seus fatores de virulência.  
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Capítulo 5  

Discussão 

 

 

Embora as doenças fúngicas humanas, até há pouco tempo, tenham vindo a ser 

negligenciadas, os estudos mais recentes vieram demonstrar que possuem uma alta 

mortalidade. Estima-se que matem mais de 1,6 milhões de pessoas todos os anos [95]. 

A sua alta mortalidade e morbidade está associada às dificuldades existentes que os 

clínicos possuem em realizar um diagnóstico precoce e correto.  

A colonização define-se como o crescimento de um fungo num dado hospedeiro sem 

existir resposta imunológica. Esta pode ocorrer em nichos como a cavidade oral, trato 

gastrointestinal, respiratório, urinário, pele, mucosa vaginal e circulação sanguínea [96].  

Esta colonização é encontrada até 75% dos indivíduos saudáveis, de forma assintomática. 

Na mucosa vaginal a colonização manifesta-se em 20 a 30 % das mulheres [96].  

Os mecanismos envolvidos na interação entre espécies do género Candida spp. e o 

hospedeiro advém de muitas interações entre os ligandos celulares da Candida spp. e os 

recetores presentes no hospedeiro. Estas interações estão relacionadas com a presença 

deste género, tanto como agente colonizador como patogénico [97].  

Tal como outros microrganismos, acredita-se que a colonização, sobrevivência e 

crescimento de fungos patogénicos no hospedeiro, assim como os danos causados ao 

mesmo estejam relacionados dependentes de fatores de virulência [78]. O 

desenvolvimento destes fatores é que diferenciam um microrganismo patogénico de 

inofensivo [78]. 

 

Neste trabalho avaliou-se a relação ecológica da C. albicans com 3 géneros fúngicos 

emergentes no nicho vaginal. Esta avaliação focou-se nas curvas de crescimento, na 

capacidade de formar biofilme e na de formar tubo germinativo da C. albicans na presença 

das outras leveduras.  

 

 

Primeiramente avaliou-se o crescimento das estirpes padrão de forma isolada, em iguais 

condições de temperatura, disponibilidade de oxigénio e nutrientes, em meio líquido e 

observámos que o crescimento do C. albidus é maior do que o da R. mucilaginosa sendo 

seguido da C. albicans.  A 37ºC conseguimos observar que o crescimento da M. furfur é 

menos exponencial do que o crescimento da C. albicans.  
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Durante a cinética do crescimento da C. albicans este microrganismo sintetiza alguns 

metabolitos, tais como a síntese de lipopolissacarideos e ácidos gordos, (durante a fase 

de latência com um aumento de ferro e manganês) e na fase exponencial, devido ao 

aumento de ferro é sintetizado o Fum 12 (fumarato hidratase) [98].  

Um estudo relatou que leveduras do género Rhodotorula spp. são capazes de produzir 

glicogénio durante a fase exponencial do seu crescimento e conseguem acumular 

lípidos e carotenóides durante a fase estacionária da curva microbiana [99].  

A capacidade de acumular lípidos é muito variável, pois enquanto algumas leveduras 

como a Rhodotorula spp. e o Cryptococcus spp. conseguem acumular cerca de 40 a 70 

% de lípidos em relação à sua biomassa total, géneros como a Saccharomyces spp. e a 

Candida spp. são usualmente incapazes de acumular lípidos acima dos 10% da sua 

biomassa, mesmo quando cultivadas nestas condições [100].  

O metabolismo da Malassezia spp. possui a capacidade de produzir catálase, urease e 

β- glicosidade e durante a fase exponencial produz lípases. 

 

Na curva de crescimento da figura 6, as leituras foram realizadas durante 12horas e por 

isso os resultados apenas mostraram 2 das fases presentes neste tipo de curva- fase de 

latência (lag) e fase exponencial (log).  

Quando simulamos a co cultura, protagonizada pela mistura das leveduras a 25ºC com 

a C. albicans, verificamos que não existem alterações quanto à velocidade no 

crescimento das mesmas, isto é, o T (horas) em que entram na fase exponencial, sendo 

o ponto que diferencia a fase de latência com a exponencial o mesmo entre todas.  

Apenas através da análise do gráfico, já conseguimos observar que a ambas as misturas 

a 25ºC, apresentam um menor crescimento quanto comparado à C. albicans. Esta 

diminuição fica mais evidente após o cálculo da taxa de crescimento realizado a partir 

de 2 pontos (T8 e T9), dois pontos pertences à fase exponencial de todas as curvas. Esta 

taxa revelou que quando juntas, num mesmo ambiente, apresentam diminuições no 

crescimento das mesmas.  

Das duas misturas analisadas, aquela que se destaca pela diminuição mais abrupta é a 

mistura constituída pela C. albicans com a R. mucilaginosa.  

Esses dados podem indicar a presença de algum metabolito no meio de cultura, 

libertado pelas leveduras, que provavelmente atuaram sobre as células fúngicas de 

forma a inibir o seu crescimento.  

Uma análise mais aprofundada acerca dos metabolitos das leveduras emergentes e a 

sua função presente no sobrenadantes das leveduras ainda precisa ser concretizada.  

Para complementar o nosso estudo, os métodos das diluições sucessivas (UFC/ml) 

revelaram alguns resultados discordantes das leituras realizadas no espectrofotómetro.  
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Para a mistura formada pela C. albicans e pelo C. albidus verificou-se um decréscimo 

no número das mesmas quando comparadas com os seus crescimentos na forma 

isolada.  

Para a mistura constituída pela R. mucilaginosa com o nosso controlo os resultados são 

um pouco controversos, visto que, a taxa de crescimento da curva desta mistura 

apresentou uma diminuição na capacidade de se multiplicarem (51, 53 %) e as UFC/mL 

apresentou um aumento considerável das colónias formadas pelas mesmas.  

 

A curva de crescimento realizada a 37ºC para a mistura com a M. furfur mostrou, tal 

como a curva anterior 2 fases distintas do crescimento, e que quando as leveduras são 

colocadas a crescer no meio YPD, o crescimento é inferior em comparação com a C. 

albicans. No entanto no meio YPD suplementado (YPDS) com 0,5 % azeite e 0,5 % 

tween 80 o crescimento é muito superior ao controlo.  

Através da avaliação da taxa de crescimento percebemos que na mistura com YPDS o 

crescimento é cerca 131,4% quando comparado com a C. albicans. Já em relação às 

UFC/mL, estas não mostraram diferenças muito díspares entre as misturas e os 

isolados. Das duas misturas, aquela que consegue produzir um maior número de 

colónias continua a ser a mistura com YPD suplementado.  

Este aumento de crescimento resultante da mistura da C. albicans com a M. furfur 

pode advir do facto de a Malassezia spp., por ser uma levedura lipodependente, 

apresentar uma falha na produção de ácido mirístico, que é um percussor de ácidos 

gordos.  

A sua necessidade de ácidos gordos para que ocorra o seu crescimento, faz-nos 

acreditar que, como a C. albicans consegue produzir ácidos gordos entre a fase de 

latência e a fase exponencial, vai estimular a M. furfur a crescer devido ao aumento de 

nutrientes disponíveis.  

Por isso, estas leveduras quando presentes em simultâneo vão aumentar a sua taxa de 

crescimento e o seu número de células viáveis capazes de colonizar, conseguindo, 

portanto, causar infeção no hospedeiro.  

 

 

Nas últimas décadas, a incidência de infeções causadas por fungos devido à formação 

de biofilmes chega aos 65% de todos os casos registados [84].  

O crescimento em biofilme confere inúmeras vantagens aos microrganismos, os quais 

incluem as resistências aos agentes antimicrobianos e aos tratamentos com 

antifúngicos, virulência mais acentuada, proteção contra o sistema imunitário do 

hospedeiro, entre outros.  
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Assim como as bactérias, os fungos também são capazes de formar biofilmes, o que têm 

levado a um aumento da sua relevância clínica e de problemas económicos, na medida 

em que, por serem organismos eucariontes são mais complexos que as bactérias 

levando a diagnósticos e tratamentos mais difíceis.  

Devido a estes fatores, o biofilme é um dos principais modos de crescimento de 

diversos fungos oportunistas, como é o caso dos fungos utilizados neste trabalho, 

nomeadamente da C. albicans que é a levedura mais estudada e com mais informação 

disponível na literatura acerca da micobiota vaginal [84].  

No presente estudo foi avaliada a capacidade de formação de biofilme para os isolados 

padrão de Candida albicans, Rhodotorula mucilaginosa, Cryptococcus albidus e 

Malassezia furfur utilizando a quantificação da biomassa total (CV).  

Os resultados mostraram que em relação à C. albicans todos os outros isolados 

apresentaram valores mais elevados de biomassa, com diferença estatisticamente 

significativa (p<0.05).  

Estes resultados estão de acordo com a literatura, que diz que todos os isolados estão 

especialmente adaptados para crescer em superfícies sendo excelentes candidatos como 

formadores de biofilmes [121, 122, 123].  

Contudo este aspeto ainda não está tão bem estudado para todas os géneros de 

leveduras quando comparados com os estudos já realizados em bactérias.  

Nos dias de hoje já existem modelos, critérios e até fenótipos delineados, quando se 

trata de biofilmes formados por leveduras.  Para além disto, já é feita a comparação 

entre biofilmes formados por bactérias e por leveduras, que são mais simples, com os 

biofilmes formados por fungos filamentosos.  

No caso da formação de biofilme pela espécie C. albicans, investigadores afirmam que 

os diferentes resultados encontrados na literatura a respeito desta e das demais 

leveduras sofrem alterações devido a fatores como, o meio de cultura utilizado, a 

disponibilidade de oxigénio e nutrientes, o pH e a origem das espécies [101].  

Sabe-se também que, para a Candida spp, a formação de hifas (passo importante para 

que ocorra a maturação do biofilme seguida da dispersão) pode contribuir para 

encontrar quantidades mais altas de biomassa total [102]. Em relação à viabilidade 

celular, esta relação não é tao direta, uma vez que, estudos mostraram variações nestes 

valores entre diferentes espécies [102].  

Por outro lado, a levedura Rhodotorula spp. é uma levedura que ainda não está tão 

bem estudada. No entanto, atualmente apresentam relevância como agentes 

causadores de fungémias devido ao uso de CVC (cateter venoso central), e até há pouco 

tempo não eram uma levedura associada a uma alta capacidade formadora de biofilme 

em microplaca.  
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No entanto, alguns estudos, afirmam que quando comparadas entre espécies deste 

género, a R. mucilaginosa foi a que, através do ensaio com cristal violeta, apresentou 

uma maior habilidade para formar biofilme [49].  

Todavia, um outro estudo relatou que, dos isolados que utilizou de R. mucilaginosa, 

existiu um aumento significativo do biofilme em número de células (UFC/mL) até às 48 

horas de incubação do biofilme, mas que por outro lado, a atividade metabólica e a 

biomassa total do biofilme foi diferente entre os isolados. Porém, para todos ouve uma 

diminuição de todos os parâmetros estudados após as 48 horas de incubação do 

biofilme [103].  

No nosso estudo, observou-se que o isolado padrão de R. mucilaginosa apresentou 

uma elevada capacidade de formação de biofilme após 48 horas de incubação, tendo 

registado valores de absorvância 2X superiores à C. albicans.  

 

 

Os resultados obtidos nos nossos ensaios para o C. albidus, tal como nas outras 

leveduras, estão em concordância com a literatura. Em relação ao nosso controlo, o C. 

albidus possui uma alta capacidade de formação de biofilme, conseguindo obter cerca 

1.3X mais biomassa total. 

Alguns estudos relataram, que ao contrário do C. neoformans, esta espécie não 

consegue crescer a 37ºC e isso explicaria a falta de sucesso na manifestação de infeções 

por parte do C. albidus e do C. laurentiie [104]. Todavia estudos posteriores referiram 

alguma tolerância térmica destas espécies não- neoformnas no trato gástrico, o que 

poderia estar envolvido na criptococose humana e animal [105].  

 

 

Em relação aos resultados obtidos para a espécie M. furfur, estes estão em 

concordância com os estudos realizados acerca da M. pachydermatis, contudo é 

importante salientar que esta espécie, ao contrário da utilizada neste estudo, não é uma 

levedura lipodependente [106].  

 Os nossos biofilmes foram visualizados 48 horas após o seu contacto com a superfície, 

visto que, dados obtidos anteriormente afirmam que 24 horas de contanto não são 

suficientes para que ocorra a adesão. Esta visualização também aconteceu em estudos 

realizados com a M. pachydermatis em que a matriz celular após 48 horas de formação 

de biofilme era muito mais abundante do que em apenas 24 horas [106].   
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Neste estudo, realizou-se também a avaliação da capacidade de formação de biofilmes 

aquando da presença de dois microrganismos diferentes (designados por biofilmes 

mistos). Esta mistura acontece ao mesmo tempo, em iguais concentrações de inóculo e 

tempos de incubação para todos os microrganismos, para que obtivéssemos os 

resultados mais confiáveis e realistas possíveis.  

Esta quantificação foi observada por 2 métodos, MTT (atividade metabólica) e o CV 

(biomassa total). 

O corante cristal violeta (CV), é um corante básico que se liga aos polissacarídeos da 

matriz extracelular e às moléculas que tenham carga negativa presentes na superfície 

onde se encontra o biofilme aderido corando tanto as células viáveis com as mortas, 

bem como a matriz extracelular [107].  

O ensaio do MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio brometo) é um ensaio 

colorimétrico que permite avaliar a atividade metabólica celular, permitindo 

quantificar o número de células viáveis presentes [108]. Estes ensaios são usualmente 

realizados no escuro, uma vez que o reagente MTT é muito sensível à luz.  

Normalmente em estudos da atividade metabólica são usados sais como o XTT, no 

entanto, já foram encontradas evidências científicas de que existe redução do MTT para 

formazano em estruturas celulares lipídicas [124] 

 Os resultados mostraram que, com a R. mucilaginosa a quantidade de biofilme 

formado, tanto pela avaliação da biomassa como da atividade metabólica, era inferior 

quando comparado com o controlo.  

Já para o C. albidus, os valores da biomassa da sua mistura com a C. albicans foram 

superiores ao controlo isolado, porém os valores da atividade metabólica revelaram 

uma diminuição do metabolismo celular nesta mistura.  

Apesar dos valores obtidos da biomassa total terem apontado um crescimento da 

quantidade de biofilme produzido, as contagens das colónias pelos métodos das 

diluições sucessivas (UFC/ml) mostraram-nos resultados divergentes. Para a mistura 

constituída pela C. albicans com o C. albidus o logaritmo do número de colónias que 

cresceram foi inferior ao do isolado padrão da C. albicans.  

Isto poderá levar-nos a pensar, que a leitura feita da biomassa total realizada como é 

uma leitura das células viáveis e mortas levou a uma leitura errada da massa fúngica 

aderida. Portanto, apesar de existir um aumento da biomassa total, a viabilidade 

presente no biofilme misto diminui em relação à C. albicans quando isolada.  

 

Para o outro isolado, para a M. furfur, houve um aumento significativo e relevante da 

biomassa total do biofilme para a sua mistura com a C. albicans, com um p 
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value=0.0075 (Anexo A2). Para além da biomassa total, os valores do ensaio com o 

MTT revelaram um aumento da viabilidade celular na mistura.  

Com estes resultados podemos aferir que as leveduras C. albicans e M. furfur quando 

misturadas em simultâneo, formam mais biofilme (logo a sua adesão ao hospedeiro fica 

mais forte), tornam-se mais viáveis e, portanto, podem-se tornar mais virulentas 

causando não só mais infeção como uma infeção mais dificil de curar.  

Alguns estudos anteriores, vieram demonstrar que a capacidade de formação de 

biofilme pela Candida spp. e pela Malassezia spp. são dependentes de um conjunto de 

fatores, tais como a hidrofobicidade, aderência e produção de fosfolipases, que pode 

ajudar a explicar a transição dimórfica de comensal para patogénico destes 

microrganismos [109]. A hidrofobicidade tem uma grande contribuição na adesão 

microbiana, aumentando as interações hidrofóbicas, permitindo que o microrganismo 

forme biofilme, aumentando a sua resistência a fármacos e a sua virulência [110].  

 

 

 

Em relação ao biofilme pré- formado, o propósito desta experimentação, foi perceber se 

depois de a C. albicans estar “instalada” e em forma de biofilme, a junção de outras 

leveduras iria afetar ou não o biofilme já existente e, portanto, afetar a colonização.  

Para a mistura composta pela R. mucilaginosa como pelo C. albidus, através da 

biomassa, houve uma diminuição na capacidade de formar biofilme. Tal como 

aconteceu para os biofilmes mistos, nos pré- formados, para a mistura da C. albicans 

com a M. furfur houve um aumento significativo na quantidade de biofilme formado (p 

value = 0.0151).  

Na avaliação da atividade metabólica para os isolados a 25ºC, ambas as misturas não 

apresentaram praticamente diferença na viabilidade celular. Já a mistura a 37ºC houve 

um aumento, não significativo da viabilidade celular quando comparada com à C. 

albicans isolada.  

 

Os microrganismos quando colonizam o mesmo ambiente, e, portanto, co-habitam 

nestes biofilmes, vão ter de competir por nutrientes e interagindo entre si.  

Podem interagir de forma sinérgica, estimulando o crescimento, podem ser antagónicos 

competindo de maneira que apenas 1 consiga sobreviver inibindo o crescimento dos 

que o rodeiam e por último, podem interagir de forma neutra, anulando os fatores de 

virulência, fazendo com que seja possível que se desenvolva biofilmes de diferentes 

espécies em conformidade.  



 65 

Fazendo uma correlação entre os resultados obtidos dos biofilmes simples, mistos e 

biofilmes pré-formados, podemos elaborar algumas hipóteses justificadoras dos valores 

obtidos nos ensaios.  

 

Para a levedura R. mucilaginosa podemos observar que isoladamente tem uma ação 

muito maior, isto é, uma maior capacidade produtiva de biofilme tanto em biomassa 

como em viabilidade celular do que quando está em simultâneo com a C. albicans.  

Como vimos anteriormente, a mistura destas leveduras em relação à C. albicans, 

apresentaram alguns valores mais baixos na quantificação de biofilme produzido em 

pré- formado e na viabilidade celular no biofilme misto. No que toca à biomassa dos 

biofilmes mistos e à viabilidade dos biofilmes pré-formados, os valores são muito 

parecidos, apesar de mais baixos, e, portanto, é quase irrelevante.  

Desta mistura podemos ponderar que, por um lado, estes resultados são fruto de uma 

inibição da R. mucilaginosa por parte da C. albicans, visto que, os seus valores 

isoladamente são muito superiores em relação à mistura e os da mistura são similares 

aos valores isolados da estirpe padrão da C. albicans. 

Por outro lado, alguns estudos realizados em 2019, apesar de terem sido estudados 

para o nicho intestinal, pensam que poderá existir na Rhodotorula spp. um efeito 

probiótico. Estes achados foram encontrados após a comparação realizada com um dos 

probióticos mais estudados, a Saccharomyces spp.. Estes efeitos positivos ocorrem 

devido à competição com a flora intestinal e também pela ligação de patogénicos ou de 

toxinas à superfície celular destas leveduras [111, 112].  

O que se pensa é que a Rhodotorula spp. expressa moléculas semelhantes na sua 

parede celular, portanto, espera-se que o comensal possa exercer efeitos benéficos ao 

diminuir a inflamação [111, 112]. No entanto, o efeito poderá ser inferior ao da 

Saccharomyces spp. e de outras leveduras do filo Ascomycota, uma vez que a 

Rhodotorula spp., tal como todos os Basidiomycota, não possuem 1-3-β- glucano na 

sua parede celular e, portanto, não serão capazes de ativar o recetor da dectina 1 na 

superfície dos macrófagos, logo não haverá estimulação do sistema imunológico local 

[113].  

Agora, de um modo geral, a Rhodotorula spp. traz certos aspetos positivos na saúde do 

ser humano colonizado e, por isso, nunca é benéfico erradicar por completo este fungo.  

De um modo global, podemos pensar que a junção com a C. albicans, irá fazer com que 

aconteça um decréscimo na aderência devido a algum efeito probiótico por parte da 

Rhodotorula ssp.   
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Para o C. albidus conseguimos verificar que apenas no ensaio da avaliação da biomassa 

dos biofilmes mistos é que a sua ação isolada é inferior à ação da mistura com a C. 

albicans. Para os restantes ensaios quando isolada foi sempre superior quando 

comparados com a sua ação em co-cultura.  

Através dos resultados mostrados no capítulo anterior, podemos dizer que apenas na 

biomassa dos biofilmes mistos é que houve um aumento, contudo este é colocado em 

causa devido ao gráfico das UFC/mL da mistura. Portanto, houve diminuição dos 

valores de absorvância em todos os ensaios, sendo que na viabilidade celular dos 

biofilmes pré- formados esta diminuição foi quase nula.  

Tal como para a R. mucilaginosa, após estes resultados surgem algumas hipóteses para 

os mesmos. Podemos pensar que, como os valores da absorvância lidos para as 

misturas não são muito diferentes dos valores registados para a ação isolada da C. 

albicans, logo, o nosso controlo terá a capacidade de inibir a ação e virulência do C. 

albidus. 

Em jeito de resumo, podemos dizer que o facto de a C. albicans poder estar presente 

com o C. albidus no mesmo nicho, não irá representar alterações muito expressivas na 

patogenicidade da C. albicans.  

 

Após a análise realizada acima e de todas as hipóteses levantadas, notamos que ambas 

as leveduras a 25ºC têm um comportamento similar quer na sua ação isolada quer 

quando misturada com a C. albicans, ou seja, apresentam um efeito negativo para a 

virulência e patogenicidade da C. albicans sempre que estão em co-cultura 

Este acontecimento poderá estar diretamente relacionado com as características 

morfológicas apresentadas por ambas. Na prática clínica, a Rhodotorula spp. pode ser 

falsamente identificada com o Cryptococcus spp., visto que, têm semelhanças em 

termos de crescimento, tamanho, forma da célula, presença de cápsula, são urease-

positivos, leveduras não fermentáveis e podem assimilar glicose, maltose, sacarose, 

galactose, xilose, rafinose e trealose [44]. Contudo, apesar de todas estas semelhanças, 

elas possuem entre si algumas diferenças nas vias de sinalização, na composição da 

parece celular e na incapacidade de fermentar açúcares [46].  

 

 

No caso da M. furfur, na quantificação da biomassa dos 2 tipos de biofilmes, os seus 

valores são sempre inferiores quando estão na sua ação isolada, em contrapartida os 

valores de MTT nos 2 biofilmes apresentam valores superiores quando comparados 

com os valores da mistura.  
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Nestes resultados a C. albicans apresenta, nos ensaios de biomassa, valores superiores à 

M. furfur e valores inferiores, para o MTT.  

Após a análise dos gráficos podemos averiguar que para qualquer ensaio o valor de 

absorvância registado da mistura é sempre superior em comparação com a C. albicans. 

Este aumento é mais expressivo para a avaliação da biomassa, do que, a avaliação da 

viabilidade celular.  

Assim como foi feito para as leveduras anteriores, colocaram-se hipóteses para estes 

resultados, contundo este microrganismo e a sua mistura apresentam comportamentos 

drasticamente diferentes em relação aos primeiros 2.   

Podemos considerar que, em termos de biomassa, elas têm uma ação simbionte (de 

interajuda) conseguindo que juntas obtenham valores mais altos do que ambas as 

leveduras isoladas.  Esta ação pode acontecer, em virtude da transição dimórfica existente 

nestas 2 leveduras, que já mostraram ter influência na biomassa total do biofilme 

formado.  

Para a viabilidade celular, podemos supor que devido ao seu crescimento ser menos 

significativo, elas podem ter uma ação neutra, visto que, os resultados encontram-se entre 

os valores apresentados pelas leveduras na sua ação isolada. Por outro lado, podemos 

colocar em questão que a M. furfur consiga despertar na C. albicans um crescimento 

celular e uma maior adesão.  

Em jeito de resumo, na formação de biofilme elas interajudam-se, produzindo uma maior 

quantidade de biofilme conseguindo, portanto, aderir com mais facilidade às superfícies 

e/ou aos hospedeiros. Esta adesão permite-lhes que a infeção resultante das mesmas 

aconteça com uma probabilidade de sucesso maior, com uma virulência mais acentuada, 

logo, com uma dificuldade de cura substancialmente superior.  

 

 

 

Para além da capacidade de formar biofilme, outros fatores são muito importantes para 

desencadear infeções provocadas por estas leveduras. Um destes fatores fulcrais é a 

formação de tubo germinativo, e consequente desenvolvimento da forma filamentosa, 

variabilidade fenotípica e a produção de enzimas, tais como a fosfolipase. 

A C. albicans é uma espécie dimórfica capaz de transitar a sua morfologia de levedura para 

hifa. A capacidade de diferenciar as duas formas tem relação direta com a invasão aos 

tecidos do hospedeiro facilitando a sua penetração [114]. Provavelmente, a forma 

filamentosa é a que possui maior virulência devido à razão da maior superfície de contacto 

entre o microrganismo e a área a ser infetada, embora ambas as formas sejam encontradas 

tanto na forma comensal como na forma patogénica [114].  
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O ensaio do tubo germinativo realizado permite fazer uma distinção entre algumas 

espécies de Candida, contudo, é necessário ter alguns cuidados na sua realização. A 

incubação realizada durante o ensaio, nunca deve ultrapassar as 3 horas de duração para 

que leveduras não- albicans produzam pseudo filamentos (com constrição tal como os 

tubos germinativos) que induzem a falsos diagnósticos de C. albicans.  

O tubo germinativo é, na verdade, o início de uma hifa verdadeira, que ao contrário da 

pseudo-hifa não apresenta constrição entre a célula-mãe e o filamento. 

Em todos os estudos onde este ensaio foi utilizado, a temperatura ótima para a sua 

realização é os 37ºC, no entanto, como no nosso trabalho estamos a trabalhar com 

leveduras que não conseguem crescer a temperaturas tão elevadas realizamos o controlo 

(C. albicans isolada) para as 2 temperaturas em estudo- 25ºC e 37ºC.  

Tal como esperávamos, houve uma diferença bastante nítida dos 2 controlos onde a uma 

temperatura de 37ºC a nossa estirpe padrão de C. albicans formou, aproximadamente, 

22% de tubos germinativos. A 25ºC apenas 6% do número total de células contadas são 

tubos germinativos.  

Em relação às misturas constituídas pela C. albicans com a R. mucilaginosa e a C. 

albicans com o C. albidus podemos observar que houve um decréscimo muito significativo 

(p value =0.0034).  

No caso da R. mucilaginosa, um estudo em 2019 destacou a ausência ou rara capacidade 

de poderem formar pseudo-hifas ou hifas [115].  

Estes resultados reforçam com os resultados encontrados para os biofilmes mistos e pré-

formados, uma vez que, no processo de formação de biofilme da C. albicans, tal como já 

mencionado acima, após a adesão dos microrganismos à superfície do hospedeiro ocorre a 

colonização onde é fulcral que as células aderidas formem tubos germinativos, que se 

prolongam até hifas. Só depois desta conversão da forma em levedura para a forma hifal é 

que o biofilme passa para o estágio seguinte, ou seja, crescimento e maturação.  

Posto isto, sendo que, observámos que os biofilmes das misturas realizadas entre a C. 

albicans e o C. albidus ou com a R. mucilaginosa apresentavam uma menor quantidade e 

uma menor viabilidade celular em relação ao controlo, seria de esperar que a percentagem 

de tubos germinativos formados por estas duas misturas também fosse inferior ao 

controlo, uma vez que, os mesmos são precisos para que haja biofilme.   

 

 

 

 

Em relação à mistura composta pela C. albicans e a M. furfur, podemos observar 2 

resultados opostos. Quando a suspensão é realizada no meio YPD (meio favorável ao 
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crescimento da C. albicans) a percentagem de tubos germinativos formados decresce 

tenuemente em comparação com o controlo. Já para o meio que favorece a M. furfur, 

devido à presença de azeite e tween 80, a capacidade de formar tubos germinativos da 

mistura aumentou em relação ao controlo.  

Tal como já tínhamos verificado no ensaio das curvas de crescimento, parece que, o meio 

de YPD suplementado apresenta valores acentuados do crescimento e agora, da formação 

de tubo germinativo.  

Esta preferência pelo meio YPD suplementado pode estar correlacionado com alguns dos 

resultados anteriores, visto que, como obtivemos um maior crescimento vamos ter uma 

maior massa celular e, portanto, uma quantidade de biofilme maior que 

consequentemente levará a um aumento de transições dimórficas de leveduras para hifas.  

Para além disso, estes resultados podem ser justificados, devido a dados recentes, que 

dizem que apesar de não ser muito frequente, observaram que as leveduras do género 

Malassezia spp. são capazes de produzir micélios transitando para a forma leveduriforme 

e, portanto, podemos classificá-las como leveduras dimórficas, assim como a C. albicans.  

A mudança morfológica que ocorre permite que os fungos se adaptem a diferentes 

ambientes hospedeiros, alterando as estratégias de virulência. 

Todos estes dados podem levar-nos a levantar a hipótese, de que tal como nos biofilmes, 

elas aliam-se e juntas conseguem obter percentagens mais elevadas de tubos germinativos 

formados. Este aumento, leva consequentemente, a um aumento da virulência da C. 

albicans na invasão ao hospedeiro e instalação da infeção.   

 

Das 3 leveduras em estudo, existem as que sobressaem devido a uma ação mais negativa, 

positiva ou de forma neutra. A rhodotorula mucilaginosa, poderá, com ensaios futuros, 

vir a auxiliar os investigadores a descobrir novos tratamentos para as infeções 

vulvovaginais. Esta hipótese advém da possível ação probiótica desta levedura.   

Em relação ao Cryptococcus albidus, este parece não ter grande influência na virulência 

da C. albicans aquando da sua mistura.  

Pela via oposta, podemos avaliar que, adicionando futuros ensaios, poderá existir na co 

cultura com a malassezia furfur uma possibilidade de novos métodos de diagnóstico das 

infeções fúngicas vulvovaginais.  
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Capítulo 6  
 

Conclusão 

 

Atualmente, estudos sobre a micobiota vaginal têm vindo a ser investigados com mais 

ênfase, nomeadamente a presença de leveduras importantes nos nichos. Contudo o 

papel dos diferentes géneros fúngicos na saúde vaginal continua por investigar. 

E por isso neste trabalho pretendemos explorar a dinâmica ecológica destas espécies 

em simulação de co-habitação em ambiente vaginal.  

 

Por isso, pretendeu-se avaliar qual seria a relação ecológica de 3 leveduras emergentes 

selecionadas para este estudo quando presentes em co-cultura com a C. albicans. Para 

tal, foram avaliadas as diferentes curvas de crescimento entre os isolados e as misturas 

das leveduras, a capacidade de formação de biofilmes na sua forma isolada, mista e em 

pré- formados e a capacidade de formação do tubo germinativo pela C. albicans quando 

em co-cultura.  

 

Após a análise de resultados verificou-se que para as misturas protagonizadas pela C. 

albicans com a R. mucilaginosa e da C. albicans com o C. albidus existiu um 

decréscimo da expressão do fenótipo de virulência em todos os ensaios realizados. Esta 

diminuição da virulência da C. albicans foi mais acentuada para a mistura com a R. 

mucilaginosa.  

Para a mistura com a M. furfur verificou-se que existiu um aumento em todos os 

ensaios da análise da expressão fenotípica de alguns fatores de virulência. Este 

aumento traduz-se numa relação simbionte entre as duas leveduras, aumentando a 

patogenicidade levando a um aumento da infeção.  

 

O estudo apresentou algumas limitações, não existindo resultados que evidenciem qual 

das leveduras exerce mais influência nos resultados das misturas, tendo sido apenas 

levantado hipóteses de acordo com as características morfológicas, bioquímicas e da 

virulência encontrada em diversos artigos publicados. Para trabalhos posteriores seria 

interessante continuar este estudo e aprofundar o conhecimento na área, através de 

sondas fluorescentes ou de meios sólidos seletivos para que se consiga distinguir as 

colónias dos diferentes géneros aquando da contagem das unidades formadoras de 

colónias.  
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Para além disso, futuramente, mais ensaios são necessários realizar na área da 

micologia vaginal. Será importante realizar um estudo que quantifique a presença 

destas novas espécies de fungos neste nicho em amostras vaginais em mulheres 

sintomáticas.  

É importante também estudar os metabolitos produzidos por estas leveduras na sua 

cinética de crescimento de modo que possamos obter mais conclusões acerca do que 

acontece no crescimento das mesmas quando estão em co-cultura.  

Todos estes futuros estudos em junção com o realizado nesta dissertação, irão 

contribuir para um aumento do conhecimento das infeções fúngicas vulvovaginais por 

parte dos especialistas levando a um diagnostico mais correto.  

Para além disso os investigadores ficarão a conhecer melhor as funções e/ou as 

consequências que estes géneros podem trazer à saúde vaginal conseguindo 

desenvolver terapêuticas antifúngicas com uma maior capacidade em impedir a 

colonização e instalação da doença.  
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Anexos  
 

 
Tabela A 1- Valores de p value relativos aos ensaios a 25ºC 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela A 2- Valores de p value relativos aos ensaios realizados a 37ºC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela A 3- Valores de p value relativos aos CFU/mL dos ensaios dos biofilmes a 25ºC e 37ºC 

 
CFU/mL p value Significância 

Biofilmes mistos 25ºC 0.1603 ns 

Biofilmes mistos 37ºC 0.9930 ns 

Biofilmes pré-formados 25ºC 0.9990 ns 

Biofilmes pré-formados 37ºC 0.9865 ns 

 

 
Tabela A 4- Valores de p value relativos aos ensaios da capacidade de formação de tubo germinativo 

Tubo Germinativo p value Significância  

25ºC 0.0034 ** 

37ºC 0.5552 ns 

 
 

Ensaios a 25ºC p value Significância 

Biofilmes Simples 0.0059 ** 

Biofilmes mistos(CV) 0.0406 * 

Biofilmes mistos (MTT) 0.0050 ** 

Biofilmes pré-formados (CV) 0.0952 ns 

Biofilmes pré-formados (MTT) 0.0012 ** 

Ensaios a 37ºC p value Significância 

Biofilmes Simples 0.0132 * 

Biofilmes mistos(CV) 0.0075 ** 

Biofilmes mistos (MTT) 0.2118 ns 

Biofilmes pré-formados (CV) 0.0151 * 

Biofilmes pré-formados (MTT) 0.2397 ns 


