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Resumo – Estudo de Biofilmes Polimicrobianos Bactéria–Candida de Úlceras de Pressão 

As úlceras de pressão são um grande problema nos cuidados de saúde a nível mundial. Estas são 

definidas como lesões localizadas na pele, resultantes de pressões não aliviadas, com elevado risco de 

colonização e formação de biofilmes. O presente trabalho tem como objetivos amplificar o campo do 

conhecimento dos biofilmes polimicrobianos envolvendo bactérias e Candida spp e analisar as interações 

das espécies envolvidas em diferentes consórcios (biofilmes duplos e triplos), com e sem preformação 

de biofilmes bacterianos de 24 h, e estudar como essas interações afetam alguns fatores de virulência: 

capacidade de formação de biofilmes e de filamentação (Candida spp). 

Procedeu-se ao estudo de biofilmes simples (BSs) e polimicrobianos duplos (BDs) e triplos (BTs). No 

caso de BDs e BTs os ensaios foram realizados com e sem preformação de biofilmes de 24 h de 

S. aureus e de S. aureus+P. aeruginosa, respetivamente, tendo sido estudados os consórcios destes 

biofilmes com C. parapsilosis ou C. albicans. Os resultados demonstraram que em BDs a preformação 

de biofilmes de 24 h de S. aureus inibiu a capacidade de formação de biofilmes de ambas as espécies 

de Candida estudadas. Quanto à capacidade de formação de biofilmes de S. aureus na presença de 

Candida verificou-se que foi variável e dependente da espécie de Candida envolvida no 

consórcio. Quantos aos BTs, a capacidade de formação de biofilmes de S. aureus foi menor na presença 

de ambas as espécies de Candida e o mesmo se verificou para a C. parapsilosis na presença dos BDs 

bacterianos em estudo, sendo esse efeito mais acentuado na presença de preformação de biofilme de 

24 h de S. aureus. Quanto à capacidade de filamentação de ambas as espécies de Candida, de uma 

forma geral não foi verificada qualquer influência significativa, à exceção do consórcio S. aureus, 

P. aeruginosa e C. albicans, tendo-se observado que na presença destas bactérias, a capacidade de 

filamentação de C. albicans aumentou. 

Em conclusão foi possível observar que em biofilmes polimicrobianos as interações entre bactérias 

e Candida são variáveis dependendo do consórcio em estudo. Porém, de uma forma geral foi possível 

observar que a presença de S. aureus inibiu a capacidade de formação de biofilmes de P. aeruginosa e 

de ambas as Candida em estudo. No entanto, o mesmo não foi possível observar na capacidade de 

filamentação de Candida, uma vez que em geral, esta não variou significativamente. 

Palavras-chave: Bactéria; Biofilmes; Candida; Fatores de Virulência; Úlceras de Pressão. 
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Abstract – Study of Polymicrobial Bacteria–Candida Biofilms from Pressure Ulcers 

Pressure ulcers are a major problem in healthcare worldwide and are defined as localized skin 

lesions resulting from unrelieved pressure, with a high risk of colonization and biofilm formation. This 

work aims to expand the field of knowledge of polymicrobial biofilms involving bacteria and Candida spp 

and to analyze the interactions of the species involved in different consortia (double and triple biofilms), 

with and without 24 h bacterial biofilm preformation, and to study how these interactions affect some 

virulence factors: biofilm formation capacity and filamentation (Candida spp). 

Simple biofilms (SBs) and double (DBs) and triple (TBs) polymicrobial biofilms were studied. In the 

case of DBs and TBs, the tests were carried out with and without the preformation of 24 h biofilms of 

S. aureus and S. aureus+P. aeruginosa, respectively, and consortia of these biofilms with C. parapsilosis 

or C. albicans were studied. The results showed that in DBs the 24 h biofilm preformation of S. aureus 

inhibited the biofilm formation capacity of both Candida species studied. The biofilm-forming capacity of 

S. aureus in the presence of Candida was found to be variable and dependent on the Candida species 

involved in the consortium. As for TBs, the biofilm-forming capacity of S. aureus was lower in the presence 

of both Candida species and the same was true for C. parapsilosis in the presence of the bacterial DBs 

under study, this effect being more pronounced in the presence of 24 h biofilm preformation of 

S. aureus. Regarding the filamentation capacity of both Candida species, in general there was no 

significant influence, except for the S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans consortium, where it was 

observed that in the presence of these bacteria, the filamentation capacity of C. albicans increased. 

In conclusion, it was possible to observe that in polymicrobial biofilms the interactions between 

bacteria and Candida vary depending on the consortium under study. However, in general, it was possible 

to observe that the presence of S. aureus inhibited the biofilm-forming capacity of P. aeruginosa and both 

Candida under study. However, the same could not be observed for the filamentation capacity of Candida 

since in general this did not vary significantly. 

Keywords: Bacteria; Biofilms; Candida, Virulence Factors; Pressure Ulcers. 
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Capítulo 1. Introdução 

1.1. Descrição do Problema 

Atualmente, as úlceras de pressão (UPs), definidas como lesões localizadas na pele, são um 

problema significativo nos cuidados de saúde a nível mundial, afetando milhares de pessoas a cada ano, 

principalmente idosos, pessoas acamadas ou com mobilidade reduzida. A sua natureza crónica associa-

se ao facto de fornecerem um ambiente propício para a colonização microbiana nomeadamente de 

natureza polimicrobiana e consequente formação de biofilmes. Assim, a presença de biofilmes 

polimicrobianos nas feridas contribui para implicações e persistência das UPs. 

Dada esta problemática torna-se necessário alargar o conhecimento sobre os biofilmes 

polimicrobianos associados a UPs. 

1.2. Objetivos da Dissertação 

Os objetivos da presente dissertação focam-se no estudo de biofilmes simples (BSs) e 

polimicrobianos, incluindo biofilmes duplos (BDs) e triplos (BTs), envolvendo bactérias e fungos 

nomeadamente da espécie Candida potencialmente envolvidos na colonização de feridas crónicas, tais 

como as UPs. De forma mais precisa, visa-se analisar as interações bactérias-Candida com e sem 

preformação de biofilmes bacterianos e como estas interações afetam alguns fatores de virulência da 

Candida, tais como formação de biofilme e capacidade de filamentação. 

1.3. Local de Desenvolvimento do Trabalho e Respetivas Tarefas 

1.3.1. O Centro de Engenharia Biológica como Núcleo da Investigação 

O Centro de Engenharia Biológica (CEB) (Figura 1), localizado no campus de Gualtar da 

Universidade do Minho, é um centro de investigação cuja pesquisa central é focada em quatro áreas que 

alocam as escalas molecular, celular e de processo. São elas a Biotecnologia Industrial e Bioengenharia, 

a Biotecnologia e Bioengenharia de Alimentos, a Biotecnologia Ambiental e Bioengenharia e a 

Biotecnologia e Bioengenharia da Saúde. Avaliado pelas unidades de I&D da Fundação para a Ciência e 

a Tecnologia (FCT), tendo obtido a classificação de Excelente desde 2002. 
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Figura 1. Centro de Engenharia Biológica. 

Para além dos distintos artigos e teses de doutoramento publicados, foram também conseguidas 

15 publicações de patentes e lançadas mais de 14 empresas spinf-off e start-ups, graças ao reconhecido 

trabalho dos investigadores do CEB, em consolidação com projetos de investigação e desenvolvimento. 

A nível internacional, o CEB estabeleceu um conjunto de parcerias, que levaram a projetos de 

pesquisa com diversas entidades reconhecidas mundialmente, intercâmbios de estudantes e cientistas, 

etc. O CEB acolhe investigadores de 45 diferentes nacionalidades, mostrando assim o seu 

reconhecimento internacional. 

1.3.2. Tarefas Realizadas 

O trabalho desenvolvido nesta tese de mestrado dividiu-se em três grandes tarefas. Na primeira 

tarefa, realizou-se o estudo de BSs e posteriormente, uma pesquisa bibliográfica referente ao tema 

(T1). Na segunda tarefa, procedeu-se à otimização dos meios seletivos e após otimização, prosseguiu-se 

com o estudo dos biofilmes, biofilmes duplos (BDs) e triplos (BTs) (T2). Por fim e durante todo o espaço 

temporal do desenvolvimento da tese, realizou-se a escrita da mesma, bem como reuniões 

calendarizadas quinzenalmente pelo grupo LMaS e seminários “Biofilm Group Seminars” calendarizados 

trimensalmente pelo grupo BIOFILM (T3). 

1.4. Organização da Tese 

A presente dissertação de mestrado encontra-se dividida em cinco capítulos. 

No presente capítulo, é realizado um pequeno enquadramento geral do que foi feito ao longo dos 

doze meses, bem como uma breve apresentação, descrevendo o problema e objetivos da mesma. É 

também apresentada a entidade onde se realizou a dissertação. 

O capítulo dois inclui, detalhadamente, a informação teórica recolhida ao longo do tempo, de forma 

a enquadrar o tema da tese. 
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No capítulo três são introduzidos todos os materiais e métodos utilizados ao longo do trabalho 

experimental, sendo que, os resultados obtidos foram analisados e posteriormente discutidos no capítulo 

quatro. 

No capítulo cinco são descritas as principais conclusões de toda a dissertação e apresentadas 

sugestões de trabalhos futuros para a parte laboratorial. 

No final, encontram-se também as referências bibliográficas de suporte à escrita e discussão da 

tese. 
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Capítulo 2. Estado da Arte 

As lesões por pressão, também conhecidas como úlceras de pressão (UPs), são um grande 

problema nos cuidados de saúde a nível mundial, afetando mais de 2,5 milhões de pacientes nos Estados 

Unidos da América (EUA), entre os quais 60 mil acabam por morrer (Steven Peck, 2023). A magnitude 

deste problema é frequentemente medida pela prevalência i.e. esta é definida como o número de pessoas 

com UPs como uma proporção de toda a população de pacientes, medida num ponto específico no 

tempo ou durante um período específico (Day, 2009). Estudos sobre UPs, em diferentes países da 

Europa relatam prevalências com taxas de cerca de 7,87 % em Espanha (Pancorbo-Hidalgo et al., 2014), 

entre 18,2 % a 54 % na Noruega (Bredesen et al., 2015; Moore et al., 2015) e 12 % na Irlanda (Moore 

et al., 2015). Em Portugal, estudos apresentam prevalências de UPs de 4,9 % durante o internamento 

hospitalar (Por et al., 2015) e 7,9 % na primeira avaliação da pele após a admissão (P. M. G. Sardo et 

al., 2016). 

O aparecimento de UPs em idosos, pessoas acamadas ou com mobilidade reduzida é 

particularmente recorrente devido à mobilidade restrita e aos diversos problemas de saúde. O seu 

surgimento diminui a qualidade de vida dos pacientes, devido à dor, aos tratamentos e ao aumento do 

tempo de permanência em unidades de saúde, em parte no seguimento do aparecimento de infeções 

(Edwards, 1994; Garibaldi et al., 1981; Maklebust, 1997; Scheckler & Peterson, 1986). Deste modo, 

torna-se importante alargar o conhecimento sobre a natureza polimicrobiana das UPs, dado que estas 

contribuem para inúmeras implicações. 

2.1. Úlceras de Pressão (UPs) 

2.1.1. Caracterização e Etiologia 

As UPs são definidas como qualquer lesão localizada na pele e/ou tecido subjacente, geralmente 

sobre uma proeminência óssea ou relacionada a dispositivos médicos, como resultado de pressão, forças 

de cisalhamento ou fricção não aliviada na pele, levando a lesões superficiais ou profundas (Figura 2) 

(Edsberg et al., 2016; P. W. Smith et al., 1999; Taradaj, 2017). 

https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/hospital-inpatient
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/hospital-inpatient
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Figura 2. Tecido sob pressão. Adaptado de Wound Care, 2022. 

Assim, quando sobre os tecidos debilitados, é realizada uma pressão suficiente para que os 

capilares que perfazem a pele sejam comprimidos e o fluxo sanguíneo seja bloqueado, podendo ocorrer 

isquemia, morte celular e em última instância necrose tecidual. Deste modo, a destruição e a rutura dos 

tecidos levam à destruição progressiva e necrose dos tecidos débeis subjacentes (Lyder & Ayello, 2008; 

Suddarth’s & Brunner, 2010). 

Estas, tal como mencionado anteriormente, geralmente ocorrem sobre proeminências ósseas. 

Assim, locais como sacro, ombros, occipital, lóbulos das orelhas, cotovelos e trocânteres são as 

localizações anatómicas geralmente mais acometidas (Figura 3) (Kottner et al., 2009; National Pressure 

Ulcer Advisory Panel & European Pressure Ulcer Advisory Panel, 2009; Scheel-Sailer et al., 2013; 

Vanderwee et al., 2007). 

 

Figura 3. Representação dos locais mais comuns de desenvolvimento de úlceras por pressão (UPs) dependendo do 
posicionamento do doente. Adaptado de Úlceras Por Pressão Nos Idosos, 2021. 

Existem mais de 100 fatores de risco associados ao desenvolvimento de UPs identificados na 

literatura (Tabela 1), tanto riscos fisiológicos (intrínsecos) quanto não fisiológicos (extrínsecos). De todos, 

a pressão exercida por um período excessivo é o que revela ser a maior causa de UPs. Adicionalmente, 

existem outros riscos extrínsecos que podem danificar a pele, incluindo fricção na superfície da pele, 

forças de cisalhamento - deslocamento lateral da pele, cujas camadas são de diferentes firmezas - e 
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humidade. A humidade não causa lesão por pressão, mas pode promover a formação de feridas crónicas 

por amaciar as camadas superiores da pele (maceração) e alterar o ambiente químico cutâneo (pH 

alterado). Além disso, a perda da perceção sensorial (nível de consciência prejudicado) e a imobilidade 

são fatores de risco cruciais para a formação de UPs, pois os pacientes não se apercebem do desconforto 

e não mudam de posição para aliviar a pressão (Anders et al., 2010; Bates-Jensen et al., 2009; 

Bhattacharya & Mishra, 2015; Coleman et al., 2013; Peter Lowthian et al., 2007; P. W. Smith et al., 

1999; Voegeli, 2011). 

Tabela 1. Fatores de risco intrínsecos e extrínsecos associados ao desenvolvimento de úlceras de pressão (UPs). Dados de 
Voegeli, 2011 

 

 

 

 

 

 
 

2.1.2. Classificação 

As UPs continuam a ser um desafio para os profissionais de saúde (Dealey et al., 2015; P. Sardo et 

al., 2015) e representam um indicador da qualidade dos cuidados dos mesmos (Dealey et al., 2012; 

Hopkins, 2012; Silva et al., 2013). Assim, a prevenção efetiva destas é importante e depende da 

avaliação realizada pelos profissionais. Porém, ainda existe um desconhecimento sobre os estágios de 

UPs adquiridas em meio hospitalar. Desta forma, são usadas várias escalas de classificação (Black et 

al., 1997; J.D. Shea, 1975; Yarkony et al., 1989), mas o sistema National Pressure Injury Advisory Panel 

(NPIAP), anteriormente National Pressure Ulcer Advisory Panel (NPUAP) é amplamente adotado. Este 

sistema define 6 estágios de UPs (Tabela 2) e classifica-os de acordo com a gravidade e o nível de lesão 

tecidual, desde o estágio 1 - eritema não branqueável da pele intacta - até ao estágio 4 - perda total da 

espessura da pele. Dois outros estágios ‘lesão não classificável’ e ‘lesão tecidual profunda’ são agora 

reconhecidos (Edsberg et al., 2016). Para a avaliação de UPs a observação deve ocorrer após a limpeza 

do leito da ferida para garantir a visualização perfeita da anatomia da mesma. Caso esteja obstruída por 

esfacelo ou tecido necrótico, a UP é classificada como “não estagiável”. 

Fatores de risco 

Extrínsecos Intrínsecos 

Pressão Mobilidade reduzida/Imobilidade 

Atrito Estado nutricional/Hidratação 

Tensão de cisalhamento Idade avançada 

Humidade Hipotensão 

Medicação Doença crónica/aguda/terminal 

Movimentação/Manuseio 
hostil 

Problemas hematológicos 

Higiene pessoal Falta de sensibilidade de dor ou pressão 

 Baixa perfusão 

 Estado geral de saúde 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/stage-1
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Tabela 2. Sistema de classificação do National Pressure Injury Advisory Panel (NPIAP). Dados de Edsberg et al., 2016 

Estágio de UP Descrição Outras notas 

1 

 

Eritema não 

branqueável da  

pele intacta. 

Eritema não branqueável ou alterações sensoriais 

podem preceder o desenvolvimento da lesão do 

estágio 1; descoloração roxa ou castanha indicam lesão 

por pressão tecidual profunda. 

2 

 

Perda da 

espessura parcial 

da pele com 

derme exposta. 

Tecidos adiposos ou mais profundos não são 

expostos; muitas vezes causada por microclima 

adverso e cisalhamento. 

3 

 

Perda total da 

espessura da pele. 

O tecido adiposo é visível no leito da úlcera, 

que pode apresentar solapamento e tunelamento; 

fáscia, músculo, tendão, ligamento, cartilagem ou osso

 não são expostos. 

4 

 

Perda total da  

espessura da pele. 

Fáscia, músculo, tendão, ligamento, cartilagem 

ou osso são expostos; descolamento, tunelamento e e

píbole podem estar presentes. 

Lesão não 

classificável 

 

Perda de tecido e 

pele de espessura 

total obscurecida. 

A extensão do dano tecidual dentro da úlcera é 

obscurecida por esfacelo ou escara e não pode ser 

determinada; remoção de esfacelo ou escara revela 

uma lesão por pressão de estágio 3 ou 4. 

Lesão 

tecidual 

profunda 

 

Descoloração 

vermelho-escura, 

castanha ou roxa 

persistente e que 

não embranquece. 

Pode ser visto com pele intacta ou não intacta. 

É importante ainda ressaltar que, embora os diferentes estágios estejam classificados por 

numeração e provável evolução, a deterioração das UPs não segue uma progressão previsível e linear 

(Edsberg et al., 2016). 

2.1.3. Reparação Fisiológica de UPs 

De todos os órgãos do corpo humano, a pele é, sem dúvida, a mais exposta a danos, lesões, 

arranhões e queimaduras. Ao danificar o epitélio e as estruturas conectivas, a capacidade de proteção 

que esta oferece contra o ambiente externo fica enfraquecido. Portanto, é imperativo a recriação de uma 

epiderme funcional. A recriação desta é realizada por um processo biológico normal conhecido por 

cicatrização de feridas (van Koppen & Hartmann, 2015). Quando o processo de cicatrização ocorre de 

forma inadequada podem ocorrer lesões graves, como a perda de pele, início de uma infeção com 

consequentes danos aos tecidos subjacentes ou até infeções sistémicas (Sorg et al., 2017). O 
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impedimento mais comum e inevitável à cicatrização de feridas é a instalação de uma infeção, 

principalmente no caso de feridas crónicas, como por exemplo UPs. Embora as bactérias e leveduras 

sejam uma parte comum da microbiota intacta da pele e das feridas, um limiar crítico de bactérias e 

leveduras existentes formam biofilmes mono ou polimicrobianos, incorporando as células numa matriz 

polimérica autoproduzida, protegendo-as de respostas imunitárias do hospedeiro e dos antibióticos, 

dificultando assim o processo de cicatrização das mesmas (Bowler et al., 2001; Rahim et al., 2017; 

Serra et al., 2015). 

2.2. Colonização de UPs 

Existem quatro filos bacterianos predominantes na pele: Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes 

e Bacteroidetes que colonizam e participam ativamente na inibição de infeções cutâneas (Grice et al., 

2014). Deste modo, a diversidade da microbiota da pele e o microambiente cutâneo podem influenciar 

o processo de cicatrização de feridas e a ocorrência de infeções cutâneas (van Rensburg et al., 2015) 

Assim, quando a pele é danificada, os microrganismos típicos da flora normal da pele, bactérias e 

fungos exógenos invadem os tecidos, dado que estes oferecem um ambiente húmido, quente, rico em 

nutrientes e com pH ótimo para o seu desenvolvimento (Gomes et al., 2022; Sarheed et al., 2016). Desta 

maneira, uma ferida aberta é um local favorável para a proliferação e colonização microbiana. Além 

disso, acredita-se que o desenvolvimento de biofilmes nas UPs desempenhe um papel importante no 

comprometimento da cicatrização de feridas, particularmente nas UPs crónicas que não cicatrizam 

(Conlon et al., 2015; Cutting & Ed, 2006; Rotstein et al., 1989), dado que, a formação de um biofilme é 

um fator de virulência exibido por diversas bactérias e fungos (James et al., 2008). 

Nas fases iniciais do desenvolvimento de uma ferida crónica, as bactérias gram-positivas, 

principalmente Staphylococcus aureus, são as mais frequentemente isoladas. Em fases mais avançadas, 

bactérias gram-negativas como, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa são as regularmente 

identificadas e provavelmente penetram nas camadas mais profundas da pele, afetando 

significativamente os tecidos (Cardona & Wilson, 2015). Além destes, outros também foram isolados, 

nomeadamente Klebsiella pneumoniae , Staphylococcus epidermidis , Streptococcus viridans, 

Corynebacterium spp, Bacteroides spp e fungos, incluindo Candida spp (Cereda et al., 2015; Taradaj, 

2017; Wolcott et al., 2016). Embora se tenha encontrado pouca referência sobre a relação dos diversos 

microrganismos em infeções relacionadas a UPs, foi demonstrado que os fungos desempenham um 

papel importante como patógenos oportunistas de feridas (Dowd et al., 2011; Espejo et al., 2018; Granel-

Brocard, 2011). Posto isto, vários estudos Dowd et al., 2011; Espejo et al., 2018 e Livesley & Chow, 
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2002 descreveram as infeções em feridas crónicas como, frequentemente polimicrobianas e complexas, 

e a sua ascendência e mistura de espécies microbianas depende da duração, localização e estágio da 

UP. 

2.2.1. Microrganismos Utilizados 

Na medida em que, a maioria dos estudos encontrados na literatura sobre colonização de UPs é 

mencionado que, principalmente bactérias como S. aureus e P. aeruginosa ou fungos do género Candida 

são estirpes recorrentemente identificadas, desta forma, para a realização do presente trabalho escolheu-

se os seguintes microrganismos: S. aureus, P. aeruginosa, Candida parapsilosis e Candida albicans. 

2.2.1.1. Staphylococcus aureus 

O género Staphylococcus compreende atualmente mais de 50 espécies. Estas bactérias pequenas 

e resistentes encontram-se no meio ambiente, na flora normal da pele e nas membranas das mucosas 

de muitas espécies de animais, incluindo a humana (Fetsch & Johler, 2018; Franklin D. Lowy, 1998). 

Em 1880, o cirurgião escocês Sir Alexander Ogston, isolou pela primeira vez Staphylococcus do pus 

de um abcesso cirúrgico humano. Quando visualizadas ao microscópio estas eram semelhantes a um 

cacho de uvas, daí a sua denominação do grego staphyle que significa cacho de uvas e kokkos (baga) 

(Sejvar, 2013). Em 1884, Anton J. Rosenbach, um cirurgião alemão isolou duas espécies de 

Staphylococcus em cultura pura, em que intitulou devido à aparência pigmentada das colónias: 

S. aureus, do latim aureum que significa ouro (Figura 4) e S. albus, agora chamado epidermidis, do latim 

albus para branco (Rosenbach, 1884). 

 

Figura 4. Cultura de S. aureus em Trypic Soy Agar (TSA). 

S. aureus é uma bactéria gram-positiva pertencente à família Micrococcaceae. Esta cresce em 

ambientes com temperaturas entre os 7 °C e os 46 °C, tem uma temperatura ótima de crescimento 
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entre os 35 °C e os 37 °C. Quanto ao pH consegue crescer num intervalo de valores de 4,5 a 9,3, sendo 

que a taxa específica de crescimento é máxima quando os valores de pH se encontram entre 6,0 e 7,0. É 

uma bactéria reconhecida pela sua elevada osmotolerância pelo que, consegue crescer em ambientes 

com valores de atividade de água superiores a 0,86 e com uma concentração de cloreto de sódio (NaCl) 

entre 5 % e 7 %. Por último é uma bactéria anaeróbia facultativa, pelo que cresce quer na presença ou 

ausência de oxigénio (Escola Superior de Biotecnologia, 2023). 

S. aureus é um importante patógeno humano bacteriano em infeções comunitárias e nosocomiais 

(Franklin D. Lowy, 1998). Desta forma, uma série de fatores de virulência permite-lhes aderir à superfície, 

invadir ou evitar o sistema imunitário e causar efeitos tóxicos prejudiciais ao hospedeiro. Assim, a sua 

capacidade de formar biofilmes é relatada como uma propriedade vital envolvida na patogenicidade da 

bactéria (Bien et al., 2011; Kadkhoda et al., 2020). 

2.2.1.2. Pseudomonas aeruginosa 

O género Pseudomonas pertence à família Pseudomonadaceae. Atualmente, este género contém 

um total de oito grupos, P. aeruginosa, P. chlororaphis, P. fluorescens, P. pertucinogena, P. putida, 

P. stutzeri, P. syringae e incertae sedis (Nicholas M Moore & Maribeth L Flaws, 2011) 

Em 1882, Carle Gessard, um químico e bacteriologista parisiense, isolou pela primeira vez 

P. aeruginosa de infeções de feridas de soldados cujas bandagens tinham uma cor azul-esverdeada 

(Figura 5). 

 

Figura 5. Cultura de P. aeruginosa em Trypic Soy Agar (TSA). 

A P. aeruginosa, também conhecida por Pseudomonas pyocyanea, é uma bactéria gram-negativa 

heterotrófica, móvel em forma de bastonete. É um microrganismo não fermentativo e aeróbio facultativo, 

que na ausência de oxigénio usa o nitrato como aceitador final de eletrões (Diggle & Whiteley, 

2020). Possui ainda uma elevada tolerância a vários fatores de stress, tanto físicos como químicos, como 
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por exemplo, é capaz de se multiplicar a temperaturas entre os 4 e os 50 °C (Barbier et al., 2014) e 

possui elevados níveis de tolerância a compostos quaternários de amónio (Langsrud et al., 2003). 

Quanto à patogenicidade desta bactéria esta é capaz de alternar entre o estilo de vida planctónico 

e o crescimento em biofilme, o que a ajuda a sobreviver em nichos específicos, conferindo-lhe uma maior 

tolerância a desinfetantes e antibióticos (Kerr & Snelling, 2009). 

2.2.1.3. Candida 

Os fungos do género Candida é composto por um grupo extremamente heterogéneo de 

microrganismos que crescem sob a forma de leveduras. Porém, a maior parte dos microrganismos 

presentes neste grupo desenvolvem também um tipo de crescimento filamentoso (pseudo-hifas). Além 

das pseudo-hifas, C. albicans e Candida dubliniensis formam hifas verdadeiras (tubos germinativos) e 

células de paredes espessas denominadas por clamidósporos, ambas utilizadas pelos laboratórios de 

diagnóstico micológico na identificação destas espécies (Filler et al., 2002). 

2.2.1.3.1. Candida parapsilosis 

Desde a sua descoberta em 1928 por Adhford, C. parapsilosis passou por diversas classificações 

filogenéticas. Inicialmente, isolada de fezes de um paciente com diarreia em Porto Rico, a espécie foi 

primeiramente classificada por Monilia parapsilosis, uma espécie do género Monilia, incapaz de 

fermentar a maltose, para distingui-la da Monilia psilosis, que hoje é conhecida como C. albicans (Trofa 

et al., 2008; Weems, 1992). Em 1932, esta foi renomeada para C. parapsilosis. 

As células de C. parapsilosis exibem formas ovais, redondas ou cilíndricas, quando cultivadas em 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA), as colónias são brancas, cremosas, brilhantes, lisas ou rugosas 

(Figura 6). Ao contrário de C. albicans e C. tropicalis, que podem existir em múltiplas formas 

morfogenéticas, C. parapsilosis não forma hifas verdadeiras e existe apenas em fase de levedura ou em 

forma pseudo-hifal (Laffey & Butler, 2005). 
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Figura 6. Cultura de C. parapsilosis em Sabouraud Dextrose Agar (SDA). 

Na última década, relatórios têm vindo a demonstrar que C. parapsilosis é a segunda espécie do 

género Candida mais frequentemente isolada de hemoculturas (Brito et al., 2006; Colombo et al., 2006; 

Costa-De-Oliveira et al., 2008; Fridkin et al., 2006; Krčméry et al., 2000; Messer et al., 2006; Pfaller et 

al., 1998, 2001), superando mesmo a C. albicans em alguns hospitais europeus (Pfaller et al., 2001), 

asiáticos (Nakamura & Takahashi, 2006; Ng et al., 2000) e sul-americanos (MEDRANO et al., 2006). 

Tal como os outros microrganismos, as espécies de Candida também desenvolvem diversas 

estratégias para aumentar a sua patogenicidade. A virulência de C. parapsilosis é atribuída 

principalmente à sua capacidade intrínseca de aderir às superfícies abióticas de dispositivos médicos, 

materiais protéticos e ao epitélio da mucosa do hospedeiro. Esta capacidade é fundamental para a 

formação de biofilmes e consequentemente danos ao hospedeiro (Cavalheiro & Teixeira, 2018; Németh 

et al., 2013). 

2.2.1.3.2. Candida albicans 

Em 1847 o micologista francês Charles Philippe Robin classificou este fungo como Oidium albicans, 

usando albicans que significa “branquear”. Mais tarde, em 1923, Berkhout reclassificou o fungo sob o 

atual género Candida, nome derivado da palavra latina toga candida, referindo-se à toga branca (manto) 

usada pelos senadores romanos da antiga república romana, uma provável referência às colónias 

esbranquiçadas em agar (Figura 7) ou lesões brancas (Barnett, 2004; Filler et al., 2002; Lynch & 

Memphis, 1994). 
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Figura 7. Cultura de C. albicans em Sabouraud Dextrose Agar (SDA). 

C. albicans é um fungo dimórfico (capacidade de realizar transição morfológica entre a forma de 

levedura e a forma filamentosa) gram-positivo, que cresce comensalmente no trato gastrointestinal de 

humanos saudáveis. No entanto, é responsável por diversas infeções oportunistas, não apenas em lesões 

pequenas da mucosa, mas também infeções sistémicas com alto risco de vida para pacientes 

imunocomprometidos (Buchheidt et al., 2000). As infeções associadas a estes variam de micoses 

superficiais a candidíases sistémicas. O amplo espectro de infeções associadas a C. albicans é atribuído 

à sua capacidade de alternar entre a forma unicelular de levedura de brotamento para multicelular, 

micelial filamentosa ou hifálica (Felk et al., 2002). 

A patogenicidade de C. albicans está relacionada com a sua capacidade para formar um biofilme 

na superfície do hospedeiro ou em superfícies abióticas (implantes), levando a altas morbidades e 

mortalidades (Tsui et al., 2016). Como C. albicans faz a transição morfológica de levedura para hifas, 

seu biofilme é uma estrutura complexa de diferentes formas morfológicas (Priya & Pandian, 2020). 

2.3. Biofilmes 

Durante a maior parte da história da microbiologia, os microrganismos eram principalmente 

caraterizados como células planctónicas, livremente suspensos e descritos com base nas suas 

caraterísticas de crescimento em meios de cultura nutricionalmente ricos. A redescoberta de um 

fenómeno microbiológico, descrito pela primeira vez por Anton Von Leeuwenhoek, de que os 

microrganismos se fixam e crescem universalmente em superfícies expostas levou a vários estudos 

(Donlan, 2002). Deste então descobriu-se que, em todos os ambientes, os microrganismos existem 

naturalmente em pelo menos um dos dois estados principais. Estes incluem um estado de vida livre ou 

planctónico e um estado ligado ou séssil, no qual os microrganismos se ligam uns aos outros (Percival 

et al., 2015). No entanto, foi demonstrado que os microrganismos têm preferência por se ligarem uns 
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aos outros, formando os chamados agregados de biofilme (Burmølle et al., 2010). Desta forma, os 

biofilmes são definidos como uma comunidade de microrganismos que estão ligados a uma superfície, 

ou um grupo de microrganismos formando agregados microbianos, incorporados numa matriz de 

polissacarídeos, proteínas, glicoproteínas, lípidos, DNA extracelular e água, referida como substâncias 

poliméricas extracelulares (SPEs) (Espinosa et al., 2020; Grant & Hung, 2013). 

Um biofilme confere às bactérias certas habilidades que estão ausentes na sua forma planctónica 

de vida livre. Este fornece um lar microbiano para os organismos colonizadores, criando um ambiente 

físico-químico apropriado e protegendo o hospedeiro, o meio ambiente e outras espécies 

concorrentes. Os microrganismos existentes num biofilme são 1000-1500 vezes mais resistentes aos 

antibióticos do que no seu estado planctónico, e a sua complexidade estrutural proporciona um arranjo 

espacial ideal, para facilitar o fluxo de nutrientes e a eliminação de resíduos (Chandra et al., 2001; García-

Sánchez et al., 2004; Socransky & Haffajee, 2002). 

2.3.1. Formação de Biofilmes 

A formação do biofilme compreende várias etapas, incluindo a adesão reversível inicial, seguida pela 

adesão irreversível, colonização e dispersão (Figura 8). A fixação de um microrganismo a uma superfície 

é facilitada por fatores como, forças de cisalhamento aumentadas, motilidade microbiana e forças 

eletrostáticas entre a célula e a superfície. Pensa-se que a etapa de adesão reversível da formação do 

biofilme seja um equilíbrio de microrganismos aderentes e planctónicos (Lindsay & von Holy, 2006). 

Fatores como a presença de fímbrias e de flagelos, a hidrofobicidade e a produção de SPEs 

desempenham um papel significativo na adesão irreversível de microrganismos a uma superfície (Donlan 

& Costerton, 2002; O’toole et al., 2000). Após o estabelecimento de um biofilme "maduro", células 

individuais podem-se desprender do biofilme, deslocar e colonizar um novo local. Este mecanismo é 

conhecido como "dispersão" e é um processo pelo qual os microrganismos dentro de uma 

microcomunidade relativamente estática e de crescimento lento tornam-se altamente diferenciados e 

móveis (McDougald et al., 2012). 
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Figura 8. Etapas de desenvolvimento de um biofilme. Adaptado de Pouget et al., 2020 

2.4. Estratégias de Tratamento 

2.4.1. Tratamentos Atuais para UPs 

O tratamento de UPs depende muito da gravidade da ferida, localização anatómica, mobilidade do 

paciente e claro, da saúde geral do paciente (Nursing et al., 2005). Assim, o uso de estratégias de 

tratamento como reposicionamento, desbridamento e terapia de pressão negativa (TPN) têm sido usadas 

em várias etapas do desenvolvimento de UPs (Levine et al., 2013). 

2.4.1.1. Reposicionar 

O reposicionamento é a estratégia mais comum na prevenção e tratamento de UPs. Muitos estudos 

avaliam a eficácia de vários métodos de reposicionamento, como a frequência ou o ângulo de 

reposicionamento. Por exemplo, o reposicionamento de pacientes com 80 anos ou com UPs de estágio 

1 e 2, usando a inclinação de 30 ° com intervalos de três horas por noite, mostrou-se clinicamente mais 

eficaz quando comparado à prevenção rotineira de seis horas de reposicionamento usando uma rotação 

lateral de 90 ° (Moore et al., 2011). Embora amplamente utilizado, no entanto, ainda existem 

discrepâncias na quantidade de evidências para apoiar o reposicionamento na prevenção de UPs. Rich 

et al., 2011 avaliaram a associação entre o reposicionamento frequente e a prevenção de UPs num 

estudo de 3 anos. Os autores estabeleceram uma falta de correlação entre o reposicionamento frequente 

(a cada duas horas) e a prevenção de UPs em pacientes idosos com fratura de quadril acamados. 
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2.4.1.2. Desbridamento 

O método de desbridamento periódico é considerado uma maneira eficaz de remover tecido 

necrótico, detritos celulares, microrganismos e biofilmes (R.D. Wolcott et al., 2009). O desbridamento de 

UPs pode ser obtido usando várias estratégias, como: 

▪  Biológicas: Através da aplicação de larvas, removendo eficazmente o tecido necrótico; 

▪  Autolítico: Pelo uso de enzimas naturais que decompõem o tecido morto; 

▪  Químico: Utilização de compostos químicos, como o hipoclorito; 

▪  Enzimático: Pela aplicação de preparações de desbridamento enzimático, como a colagenase 

e papaína, que ajudam na degradação de tecido necrótico; 

▪  Mecânico: O desbridamento mecânico abrange uma variedade de implementos, desde o uso 

de curativos até à remoção cirúrgica de tecido necrótico. 

Apesar da diversidade de métodos de desbridamento, não há ensaios clínicos para apoiar qual 

destes métodos é o mais eficaz no desbridamento de feridas (Levine et al., 2013; Smith et al., 2013). 

2.4.1.3. Terapia de Pressão Negativa (TPN) 

A terapia de pressão negativa (TPN), em que é aplicado vácuo a um curativo selado, é um método 

usado para reduzir a carga microbiana, aumentar o fluxo sanguíneo e reduzir o edema, essencialmente 

promovendo a cicatrização da ferida (Levine et al., 2013). No entanto, a eliminação da carga biológica e 

a redução do edema foram observadas (Mouës et al., 2011). 

2.4.1.4. Curativos 

Uma diversidade de curativos são usados no tratamento de feridas crónicas, cujo objetivo é controlar 

a biocarga da ferida e do exsudato (produção de fluido). No entanto, a seleção do curativo utilizado deve 

depender das características clínicas da ferida; avaliando assim fatores como níveis de exsudato, 

presença de tecido necrótico, presença de tunelamento, biocarga microbiana e a necessidade de 

proteção contra o ambiente externo. Opções de curativos para feridas, como hidrocolóides, hidrogéis e 

espumas, são utilizados no tratamento de UPs, em oposição aos curativos mais tradicionais, como gazes 

(Nursing et al., 2005). Num estudo envolvendo 27 pacientes com lesão medular apresentando UPs, a 

eficácia de um curativo de hidrogel foi comparada com gaze tópica com iodopovidona. Embora as taxas 

de cura nos pacientes tratados com hidrogel tenham sido maiores do que nos tratados com gaze, os 

resultados foram considerados não significativos. No entanto, houve uma diferença significativa na 
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epitelização das UPs tratadas com hidrogel em comparação com as tratadas com gaze (A. Z. Kaya et al., 

2005). 

2.4.1.5. Nutrição e Uso de Vitaminas 

O efeito da ingestão alimentar na cicatrização de UPs tem sido estudada. Desta forma, num estudo 

de Ohura et al., 2011 demonstrou-se que, em pacientes com UPs de estágios 3 ou 4 com a ingestão 

calórica aumentada, verificou-se uma diminuição significativa do tamanho da ferida. Além disso, o 

tratamento tópico ou oral de UPs com vitaminas e minerais demonstrou ter um efeito positivo na 

cicatrização de feridas. Já num estudo controlado e aleatório muito antigo de T.V. Taylor et al., 1974 

mostrou-se uma redução na área das UPs em pacientes tratados com 500 mg de ácido ascórbico 

(vitamina C), duas vezes ao dia durante quatro semanas. 

2.4.1.6. Agentes Antibacterianos 

Muitos estudos têm revelado que, vários antibióticos bacteriostáticos e bactericidas podem ajudar 

na cicatrização de feridas, mas a sua influência positiva na reparação fisiológica é regularmente 

desconhecida, mesmo que, inúmeros antibióticos sejam conhecidos por serem eficazes contra 

microrganismos causadores de infeções, apenas quinolonas, tetraciclinas, aminoglicosídeos e 

cefalosporinas têm sido aplicados para curativos antimicrobianos. Assim, estas classes de antibióticos, 

podem obstruir algumas funções e/ou caminhos metabólicos da bactéria, por meio de quatro vias a 

seguir: inibição da síntese da parede celular, bloqueio de vias metabólicas importantes, interferência na 

síntese de proteínas e inibição da síntese de ácidos nucleicos (Etebu & Arikekpar, 2016; Kohanski et al., 

2010). 

Embora muitos antibióticos sejam úteis no tratamento de feridas infetadas, o seu uso consecutivo 

e/ou inadequado pode promover resistência bacteriana (Kon & Rai, 2016). Tem-se vindo a verificar que, 

cerca de 70 % das bactérias que causam infeções de feridas são resistentes a, no mínimo, um dos 

antibióticos mais comumente usados (Friedman et al., 2016). Segundo o estudo de Balasoiu et al., 1990, 

onde se verificou que, em 470 amostras de secreções de feridas com identificação bacteriológica, as 

estirpes S. aureus e P. aeruginosa foram ambas significativamente resistentes à aplicação de 

antibióticos. Além disso, estirpes infeciosas têm vindo a revelar resistência a quase todas as classes de 

antibióticos, levando a uma necessidade imperiosa de encontrar novos substitutos de cura, como óleos 

essenciais (OEs) (Parsaeimehr & Lutzu, 2016) e nanopartículas (NPs) (Kon & Rai, 2016). 
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Capítulo 3. Materiais e Métodos 

3.1. Preparação de Meios de Cultura 

Para a realização deste estudo foi necessário a preparação de seis meios fornecidos pela 

Liofilchem®, Roseto degli Abruzzi, Itália, sendo estes, “Tryptone Soy Broth” (TSB), “Tryptic Soy Agar” 

(TSA), “Sabouraud Dextrose Broth” (SDB), “Sabouraud Dextrose Agar” (SDA), “Mannitol Salt Agar” (MSA) 

e “Cetrimide Agar”. Foram também preparados os meios “Pseudomonas Isolation Agar” (PIA) e “Roswell 

Park Memorial Institute” 1640 (RPMI 1640), fornecidos respetivamente pela Sigma-Aldrich®, Darmstadt, 

Alemanha e pela MP Biomedicals™, Illkirch, França. 

Todos estes meios de cultura foram preparados de acordo com as especificações do fabricante e, 

após a sua preparação, todos à exceção do meio RPMI 1640, foram esterilizados por autoclavagem a 

121 °C, durante 15 min (autoclave Raypa™ AE-75-DRY). Este último, foi esterilizado através de um 

processo de filtração com membrana de 0,22 µm, fornecida pela Fisherbrand™ e mantido a temperaturas 

entre os 2 °C a 8° C (Bomba de vácuo ME 4 NT). 

3.1.1. Meios de Cultura Líquidos 

Dos meios de cultura preparados, três eram meios líquidos, o TSB, o SDB e o RPMI 1640. O meio 

TSB (30 g/L) foi preparado com 200 mL de água destilada (dH2O) e TSB (6 g) (Pancreatic Digest of 

Casein 17,0 g/L; Papaic Digest of Soya Bean 3,0 g/L; Glucose Monohydrate 2,5 g/L; Sodium Chloride 

5,0 g/L e Dipotassium Hydrogen Phosphate 2,5 g/L). O meio SDB (30 g/L) foi preparado com 200 mL 

de dH2O e SDB (6 g) (Pancreatic Digest of Casein 5,0 g/L; Peptic Digest of Animal Tissue 5,0 g/L e 

Dextrose 20,0 g/L). Por último, o meio RPMI 1640 foi preparado com 1000 mL de água ultrapura, 

RPMI 1640 (10,4 g), bicarbonato de sódio (NaHCO3, 2 g) (Fisher Chemical™, Leicester, UK) e ácido 4-

morfolinapropanossulfônico (MOPS, 34,53 g) (Duchefa Biochemie BV, RV Haarlem, The Netherland), 

sendo depois ajustado a pH 7,0. 

3.1.2. Meios de Cultura Sólidos 

Os meios sólidos usados neste estudo foram preparados de acordo com o fabricante e plaqueados 

em placas de Petri. Preparou-se TSA com TSB 30 g/L (24 g), agar 20 g/L (16 g) e 800 mL de dH2O. O 

TSA+Voriconazol (VCZ, Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Alemanha) [550 μg/mL] foi preparado com TSB 

30 g/L (6 g), agar 20 g/L (4 g), 200 mL de dH2O e 20 μL de voriconazol 5500 μg/mL. O 

https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/cell-culture-media/rpmi.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/cell-culture-media/rpmi.html


Capítulo 3. Materiais e Métodos |19 

 

TSA+Anfotericina B (ANB) [31,25 mg/L] foi preparado com TSB 30 g/L (3 g), agar 20 g/L (2 g), 100 mL 

de dH2O e 156 μL de anfotericina B (European Pharmacopoeia Reference Standard, Estrasburgo, França) 

0,00025 g/mL. O SDA foi preparado com SDB 30 g/L (24 g), agar 20 g/L (16 g) e 800 mL de dH2O e 

o SDA+Gentamicina (GEN, Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Alemanha) [30mg/L] preparado com SDB 30 g/L 

(6 g), agar 20 g/L (4 g), 200 mL de dH2O e 100 μL de gentamicina 0,06 g/mL. Preparou-se PIA com 

98 mL de dH2O, 2 mL de glicerol e PIA (4,503 g) (Agar 13,6 g/L, Magnesium Chloride 1,4 g/L, Peptic 

Digest of Animal Tissue 20 g/L, Potassium Sulfate 10 g/L, Triclosan 0,025 g/L) e MSA com 100 mL de 

dH2O e MSA 111 g/L (11,1 g) (Pancreatic Digest of Casein 5,0 g/L; Peptic Digest of Animal Tissue 

5,0 g/L; Beef Extract 1,0 g/L; D-Mannitol 10,0 g/L; Sodium Chloride 75,0 g/L; Phenol Red 0,025 g/L e 

Agar 15,0 g/L). O meio Cetrimida Agar foi preparado com 99 mL de dH2O, 1 mL de suplemento de 

glicerol e cetrimida agar em pó (4,72 g) (Pancreatic Digest of Gelatin 20,0 g/L; Magnesium Chloride 

1,4 g/L; Dipotassium Sulphate 10,0 g/L; Cetrimide 0,3 g/L e Agar 15,0 g/L). 

3.2. Preparação de Soluções 

Para a realização das lavagens para preparação das suspensões celulares e recolha de células de 

biofilme foram usadas duas soluções. Para a lavagem das espécies de Candida, recorreu-se ao uso de 

uma solução de “Phosphate-Buffered Saline” (PBS) e para a recolha, diluições e quantificação de células 

de biofilme foi usada uma solução de cloreto de sódio (NaCl, 0,9 %) (J.T.Baker®). 

Para a preparação da solução de PBS 1x, a 900 mL de dH2O, adicionou-se 100 mL de uma solução 

de PBS 10x (800 mL dH2O, 80 g de NaCl, 2,0 g de KCl, 14,4 g de Na2HPO4 e 2,4 g de KH2PO4). A solução 

foi devidamente agitada até todos os reagentes estarem completamente dissolvidos, tendo sido depois 

ajustada a pH 7,5 e autoclavada a 121 °C, por 15 min. 

A solução de NaCl 0,9 % foi preparada pela adição de 400 mL dH2O a 3,6 g de NaCl e esterilização 

por autoclavagem a 121 °C, durante 15 min. 

3.3. Microrganismos e Condições de Crescimento 

Para a realização deste estudo foram utilizados quatro microrganismos de referência, 

nomeadamente duas bactérias (Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) e duas espécies de 

Candida (Candida parapsilosis e Candida albicans). As estirpes Staphylococcus aureus ATCC 25923 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 foram cultivadas overnight em TSB a 37 °C e sob agitação de 

120 rpm. Por sua vez, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida albicans SC5314, foram cultivadas 

overnight em SDB a 37 °C, sob agitação a 120 rpm. 
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3.4. Preparação das Suspensões Celulares 

Para os ensaios de formação de biofilmes foi necessário ajustar a concentração celular de cada um 

dos microrganismos em estudo. Assim, após o período de incubação, dependendo do tipo de 

microrganismo, bactéria ou fungo, foram seguidos os protocolos referidos nos pontos 3.4.1. e 3.4.2.. 

3.4.1. Bactérias 

Após o período de incubação, os inóculos de S. aureus e P. aeruginosa foram centrifugados 

(Centrifuge 5430 R, Eppendorf™) a 5000 rpm e a 4 °C durante 10 min. Os pellets obtidos foram 

ressuspensos em meio de cultura e posteriormente feita a leitura do valor da densidade ótica (DO) a 

620 nm no leitor de placas ELISA (Multiskan FC, Thermo Scientific™). As seguintes retas de calibração da 

DO em função do número de unidades formadoras de colónias por mililitro (UFC/mL) foram utilizadas 

de forma a ajustar a suspensão celular para a concentração final pretendida para cada ensaio 

(S. aureus: DO620 nm = (4x10-10 ± 1,5x10-10) UFC/mL - (0,08 ± 0,09); P. aeruginosa: DO620 nm = (9x10-10 ± 1,8x10-10) UFC/mL - (0,03 ± 0,09)). 

3.4.2. Fungos 

Após incubação, o inóculo de cada uma das espécies de Candida estudadas foi centrifugado a 

5000 rpm e a 4 °C durante 10 min. O pellet obtido foi ressuspenso num volume de 10 mL de uma 

solução de lavagem (PBS) e centrifugado nas condições anteriores. Este passo de lavagem foi repetido 

duas vezes. Após lavagens, o pellet obtido foi ressuspenso em 5 mL de meio de cultura e, 

posteriormente, realizou-se uma diluição de 1:100 para se proceder à contagem de células usando uma 

câmara de Neubauer (Marienfeld, Alemanha). Para a contagem das células de Candida spp foram 

usados cinco campos de contagem denominados de H1, H2, H3, H4 e H5 (Figura 9). 

H1 H2 

H4 

H5 

H3 

Figura 9. Câmara de Neubauer e representação da área usada na contagem de células de Candida spp. 
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Com a contagem das células tornou-se possível determinar a concentração inicial da suspensão 

fúngica, por forma a conseguir-se acertar a suspensão celular para a concentração final pretendida para 

cada ensaio. Para o cálculo da concentração inicial da suspensão celular recorreu-se à Equação 1, no 

qual o fator de diluição usado foi de 100 e o volume do quadrado 5x10-4 mL. 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (𝑐é𝑙./mL) =
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑁º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑜 𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑑𝑜
× 𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜                Equação 1 

3.5. Biofilmes Simples 

Para a formação de BSs foi usada uma microplaca de 96 poços, na qual foram adicionados 200 μL 

da suspensão fúngica/bacteriana (106 cél.-UFC/mL), em 5 poços para cada tempo de incubação. As 

placas foram incubadas a 37 °C com agitação a 120 rpm, durante 24 h, 48 h e 72 h. Para biofilmes de 

mais de 24 h o meio foi trocado de 24 em 24 h. 

3.5.1. Estudo da Capacidade de Formação de Biofilme ao Longo do Tempo 

Após a formação do biofilme, a fração planctónica de cada poço da placa foi removida suavemente 

e descartada. Em seguida, 200 L de solução de NaCl 0,9 % foi adicionada a cada poço e os biofilmes 

foram raspados com recurso a uma ponta de micropipeta. A fim de garantir a reprodutibilidade do 

método de raspagem, as condições foram estritamente seguidas em todos os poços raspando cada poço 

durante 1 min. Durante a execução das sucessivas raspagens e lavagens, as suspensões celulares foram 

recolhidas num Eppendorf (volume final de 1000 L) e com a ajuda do vortex, homogeneizou-se a 

amostra. Seguidamente, procedeu-se a diluições de 1:10 em NaCl 0,9 % e 10 L de cada diluição foram 

plaqueados em meios sólidos (TSA para S. aureus e P. aeruginosa; SDA para C. parapsilosis e 

C. albicans). As placas foram posteriormente incubadas 24 e 48 h a 37 °C e a contagem do número de 

UFCs foi registada. Estes ensaios foram realizados em triplicados e para dois ensaios independentes. A 

metodologia descrita acima está representada na Figura 10. 
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Figura 10. Representação esquemática do trabalho elaborado para a quantificação de UFC/mL de biofilmes simples (BSs) ao 
longo do tempo. 

3.6. Meios de Cultura Seletivos 

Para realizar o estudo da interação entre bactéria-bactéria/bactéria-Candida em biofilmes duplos e 

triplos foi necessário a otimização de diferentes meios seletivos. Para tal, a concentração dos inóculos 

dos microrganismos em estudo foi ajustada para 106 cél.-UFC/mL. De seguida, a suspensão celular 

obtida foi diluída (diluições em série de 1:10) e as respetivas diluições (10 µL), plaqueadas em oito meios 

seletivos diferentes, sendo estes TSA, TSA+VCZ, TSA+ANB, SDA, SDA+GEN, PIA, Cetrimida Agar e MSA 

(Figura 11). Por fim, foi feita a contagem das UFCs nos diferentes meios e os valores registados. 

 

Figura 11. Representação esquemática do trabalho elaborado para a otimização de meios seletivos. 

3.6.1. Otimização do Meio TSA+ANB 

O valor da concentração mínima inibitória (CMI) da anfotericina B para C. albicans foi determinado 

em triplicado, pelo método de microdiluição, utilizando uma placa de 96 poços, de acordo com a 

metodologia do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI: Clinical and Laboratory 

Standards Institute, 2015). Para a determinação da CMI foi necessário ajustar a concentração celular de 

modo que, a concentração final da C. albicans fosse de 2×106 cél./mL. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Concentra%C3%A7%C3%A3o_inibit%C3%B3ria_m%C3%ADnima
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As concentrações de ANB testadas foram as seguintes: 0,24 (10); 0,49 (9); 0,98 (8); 1,95 (7); 

3,90(6); 7,80 (5); 15,63 (4); 31,25 (3); 62,5 (2) e 125 mg/L (1). As mesmas foram preparadas a partir 

de uma solução stock de 250 mg/L. Após a preparação da placa de 96 poços com as diferentes 

concentrações de ANB a testar (2x a concentração de antifúngico pretendida), adicionou-se 100 μL da 

suspensão celular tendo-se obtido uma concentração celular final de 1×106 cél./mL. Foram realizados 

controlos negativos e positivos, sendo o controlo negativo (C-) meio SDB e o controlo positivo (C+) 

suspensão celular sem tratamento antifúngico. A placa foi incubada por 24 h a 37 °C 

(Figura 12). Posteriormente, visualizou-se a turbidez dos poços. Determinou-se ainda a concentração 

mínima fungicida (CMF) por determinação de UFC/mL para concentração igual ou superior à CMI. A 

CMF foi estabelecida como a concentração mínima à qual não existe crescimento fúngico em meio sólido 

(Nikaein et al., 2018). De acordo, foram retiradas amostras dos respetivos poços e plaqueadas em placas 

de SDA. As placas foram incubadas por 24 e 48 h, a 37 °C e posteriormente determinada a CMF. Este 

ensaio foi realizado em três ensaios independentes. 

 

Figura 12. Teste de microdiluição para determinação da CMI e CMF da C. albicans à anfotericina B (ANB) realizado em placa 
de 96 poços, por 24 h, a 37 °C. 1 a 10 - gama de concentrações decrescente de ANB; C+ - controlo positivo; C- - controlo 
negativo. 

3.7. Biofilmes Duplos 

3.7.1. Biofilmes Duplos Bactéria-Candida 

3.7.1.1. Formação de Biofilmes de S. aureus e Candida spp 

Após incubação overnight de Candida spp e S. aureus, a suspensão celular de cada estirpe foi 

ajustada para 2x106 cél.-UFC/mL. Em seguida, com o recurso a placas de 96 poços, foram realizados os 

seguintes biofilmes: BDs de S. aureus e Candida (C. albicans e C. parapsilosis) com e sem preformação 

de biofilmes de 24 h de S. aureus, BSs de 24 h de Candida spp e BSs de S. aureus com tempos de 

formação diferentes, 24 h e 48 h. 

C- 

C+ 
1       2      3       4       5      6       7      8       9      10 
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Deste modo, para realização das condições em estudo, BDs S. aureus e Candida spp com 

preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus (48 h;24 h), colocou-se em 5 poços de uma placa de 96 

poços 100 μL da suspensão de S. aureus e 100 μL de RPMI 1640. A placa foi incubada a 120 rpm, 

37 °C e 24 h. Após este período de preformação do biofilme, o meio de cada poço foi gentilmente 

retirado e adicionado 200 μL da suspensão celular de Candida spp na concentração de 

1x106 cél./mL (BDs com preformação); e em 5 novos poços colocou-se 100 μL da suspensão de 

S. aureus e 100 μL da suspensão de Candida spp (BDs sem preformação) (24 h;24 h). Como controlos 

foram usados BSs dos microrganismos testados. Para tal, em 5 poços de uma das placas adicionou-se 

100 μL de Candida spp e 100 μL de RPMI 1640, por forma a obter os BSs de 24 h Candida spp e numa 

outra placa de 96 poços adicionou-se em 10 poços 100 μL de S. aureus e 100 μL de RPMI 1640, com 

o objetivo de formar os BSs de 24 h S. aureus (5 poços) e os BSs de 48 h S. aureus (5 

poços). Posteriormente, as placas de 96 poços foram incubadas a 120 rpm, durante 24 h e 48 h (BS 

48 h S. aureus) a 37 °C. 

3.7.1.1.1. Estudo de Fatores de Virulência de Candida spp 

3.7.1.1.1.1. Estudo da Capacidade de Formação de Biofilme de 
Candida spp em Biofilmes Duplos de S. aureus e Candida spp 

Após a formação do biofilme, a fração planctónica de cada poço da placa foi retirada suavemente e 

descartada. De forma a recolher as células aderidas aos poços, e quantificar as células de biofilme de 

cada microrganismo em estudo, foi usado o mesmo protocolo descrito no ponto 3.5.1.. As células de 

biofilme foram plaqueadas em TSA para o caso dos BSs de 24 h e 48 h de S. aureus; em SDA para os 

BSs de 24 h de Candida spp e em SDA+GEN e TSA+VCZ para os BDs de S. aureus e C. parapsilosis e 

TSA+ANB e SDA+GEN para os BDs de S aureus e C. albicans. Por fim, as placas foram incubadas por 

24 e 48 h, a 37 °C e posteriormente, a contagem do número de UFCs foi registada. Estes ensaios foram 

realizados em triplicados e para três ensaios independentes. A metodologia descrita acima está 

representada na Figura 13. 
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Figura 13. Representação esquemática do trabalho elaborado para a formação de biofilmes duplos (BDs) de S. aureus e 
Candida spp. 

3.7.1.1.1.2. Estudo da Capacidade de Filamentação de Candida spp 
em Biofilmes Duplos de S. aureus e Candida spp 

A filamentação de Candida spp foi estudada utilizando as suspensões recorridas das células 

aderidas aos poços de BSs e de BDs com e sem preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus, numa 

concentração celular de 105 cél./mL. Para um volume de 10 µL, procedeu-se à contagem na câmara de 

Neubauer (25 campos de contagem) das células filamentadas e não filamentadas. Por conseguinte, fez-

se uma extrapolação para 1 mL e os resultados foram apresentados sob a forma de percentagem (%) 

das células com formas filamentosas, como descrito na Equação 2. 

% 𝐹𝑖𝑙𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎çã𝑜 =
 𝑁º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑓𝑖𝑙𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑁º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 
× 100                          Equação 2 

3.7.2. Biofilmes Duplos Bactéria-Bactéria 

3.7.2.1. Formação de Biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa 

Para o estudo de biofilmes duplos envolvendo duas bactérias, S. aureus e P. aeruginosa, após 

incubação overnight, as suspensões celulares de ambos os microrganismos foram ajustadas para 

2x106 UFC/mL. Em seguida, de forma a proceder-se à formação dos biofilmes em estudo: BDs de 

S. aureus e P. aeruginosa com e sem preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus, BSs de S. aureus 

com tempos de formação diferentes, 24 h e 48 h e os BSs de 24 h de P. aeruginosa, foi usado o mesmo 

protocolo que descrito no ponto 3.7.1.1., apenas com a diferença que a estirpe Candida spp foi 

substituída por P. aeruginosa. 

Para BSs de 48 h de S. aureus, após 24 h de incubação o meio foi substituído por RPMI 1640 

fresco e nos poços para estudo de BDs com preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus, após o 

período de preformação (24 h) a cada poço adicionou-se 200 µL de suspensão celular de P. aeruginosa 
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acertada a 1x106 UFC/mL. Posteriormente, as placas foram novamente incubadas durante 24 h a 37 °C 

a 120 rpm. 

3.7.2.1.1. Estudo da Capacidade de Formação de Biofilme de P. aeruginosa em 
Biofilmes Duplos de S. aureus e P. aeruginosa 

De igual forma ao anteriormente realizado para os BDs bactéria-Candida, após os tempos de 

incubação definidos, a fração aderida aos poços, foi raspada e recolhida. De seguida, a suspensão celular 

obtida foi diluída (diluições em série de 1:10) e as respetivas diluições (10 µL), plaqueadas em TSA para 

os BSs de S. aureus e de P. aeruginosa e em Cetrimida Agar e MSA para os BDs de S. aureus e 

P. aeruginosa. Por fim, as placas foram incubadas por 24 h, a 37°C e posteriormente, a contagem do 

número de UFCs foi registada. Estes ensaios foram realizados em triplicados e para três ensaios 

independentes. A metodologia descrita acima está representada na Figura 14. 

 

Figura 14. Representação esquemática do trabalho elaborado para a formação de biofilmes duplos (BDs) de S. aureus e 
P. aeruginosa. 

3.8. Biofilmes Triplos 

3.8.1. Formação de Biofilmes de S. aureus, P. aeruginosa e Candida spp 

De forma a estudar os fatores de virulência das Candida spp em estudo, capacidade de formação 

de biofilme e de filamentação, quando crescidas em BTs com e sem preformação de BDs bacterianos 

(S. aureus e P. aeruginosa), começou-se por acertar todos os inóculos para 3x106 cél.-UFC/mL. Em 

seguida, preparou-se placas de 96 poços para a formação dos seguintes biofilmes: BTs de S. aureus, 

P. aeruginosa e Candida spp (C. albicans ou C. parapsilosis) com e sem preformação de BDs de 24 h 

de S. aureus e P. aeruginosa (48 h;48 h;24 h e 24 h;24 h;24 h, respetivamente) e BDs de S. aureus e 

P. aeruginosa com tempos de formação de biofilme diferentes, 24 e 48 h (controlos). 
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Deste modo, para a formação dos BTs, colocou-se em 5 poços de uma placa de 96 poços 66,7 μL 

da suspensão celular de S. aureus, 66,7 μL da suspensão celular de P. aeruginosa e 66,7 μL de 

RPMI 1640 (com preformação). A placa foi incubada a 37 °C, 120 rpm durante 24 h. Após este período 

de preformação dos biofilmes, o meio de cada poço foi gentilmente retirado e adicionado 200 μL da 

suspensão celular de Candida spp na concentração de 1x106 cél./mL (BTs com preformação). Em 5 

novos poços colocou-se 66,7 μL da suspensão celular de S. aureus, 66,7 μL da suspensão celular de 

P. aeruginosa e 66,7 μL da suspensão de Candida spp (sem preformação). Foram também realizados 

os controlos das bactérias em consórcio usadas para estudar os BTs. Para tal, numa placa de 96 poços 

foram colocadas as suspensões celulares de S. aureus e P. aeruginosa numa concentração final de 

1x106 UFC/mL (5 poços para cada condição estudada, 24 e 48 h). As placas foram novamente 

incubadas a 120 rpm, 37 °C e durante 24 e 48 h. 

3.8.1.1. Estudo de Fatores de Virulência de Candida spp 

3.8.1.1.1. Estudo da Capacidade de Formação de Biofilme de Candida spp em 
Biofilmes Triplos de S. aureus, P. aeruginosa e Candida spp 

Após a formação dos biofilmes, a fração planctónica de cada poço foi gentilmente retirada e 

descartada. Com o intuito de recolher as células aderidas aos poços, os biofilmes foram ressuspendidos 

e raspados em 1 mL de NaCl 0,9 % e a suspensão celular obtida vortexada. De seguida, foram realizadas 

diluições sucessivas de 1:10 e as respetivas diluições (10 µL), plaqueadas em meios seletivos 

dependendo do consórcio em estudo. Foram usados o MSA e Cetrimida Agar para os BDs de S. aureus 

e P. aeruginosa. Para os BTs de S. aureus, P. aeruginosa e Candida spp foram usados os seguintes 

meios: MSA, Cetrimida Agar e SDA+GEN. Por fim, as placas foram incubadas por 24 e 48 h, a 37 °C e 

posteriormente, a contagem do número de UFCs foi registada. Estes ensaios foram realizados em 

triplicados e para três ensaios independentes. A metodologia descrita acima está representada na 

Figura 15. 
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Figura 15. Representação esquemática do trabalho elaborado para a formação de biofilmes triplos (BTs) de S. aureus, 
P. aeruginosa e Candida spp. 

3.8.1.1.2. Estudo da Capacidade de Filamentação de Candida spp em Biofilmes 
Triplos de S. aureus, P. aeruginosa e Candida spp 

A capacidade de filamentação das duas espécies de Candida em estudo, C. albicans e 

C. parapsilosis foi estudada e usado o mesmo procedimento descrito na secção 3.7.1.1.1.2.. 

3.9. Análise Estatística 

A análise estatística dos resultados obtidos realizou-se com recurso ao software Microsoft Excel. Os 

dados relativos ao número de UFCs por mililitro e filamentação, foram comparados pela análise de 

variância unidirecional (ANOVA). As diferenças entre as condições foram consideradas estatisticamente 

significativas quando p-value < 0,05. 
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Capítulo 4. Resultados e Discussão 

4.1. Biofilmes Simples 

Inicialmente, começou-se por analisar a capacidade de formação de biofilmes de monoespécies de 

S. aureus e P. aeruginosa em meio TSB e C. parapsilosis e C. albicans em SDB ao longo do 

tempo. Assim, após incubação a 37 °C, 120 rpm e durante 24, 48 e 72 h, a contagem de células 

presentes nos biofilmes foi efetuada. Os resultados obtidos foram convertidos em valores de logaritmo 

de unidades formadoras de colónias por mililitro (UFC/mL), e representados na Figura 16. 

 

Figura 16. Logaritmo de UFC/mL de biofilmes simples de S. aureus, P. aeruginosa, C. parapsilosis e C. albicans após 24, 48 
e 72 h de incubação. As barras representam os desvios padrões; * - indica resultados que são significativamente diferentes, 
(p < 0,05). 

Com base nos resultados, foi possível verificar um aumento significativo na capacidade de formação 

de biofilmes de monoespécies de S. aureus, P. aeruginosa e C. parapsilosis entre 24 e 48 h (p < 0,05). 

Após as 48 h, apesar dos biofilmes de monoespécie de C. parapsilosis apresentarem diferenças 

significativas entre 48 e 72 h (p < 0,05), os valores de logaritmo de UFC/mL obtidos diminuíram 

parcialmente de (7,46 ± 0,29) para (6,98 ± 0,28). Relativamente à C. albicans, esta revelou capacidade 

de formação de biofilme em 24 h, mas nenhuma diferença significativa foi encontrada ao longo do tempo 

(p > 0,05). 

Vários autores como Oliveira et al., 2007 e Pires et al., 2011 avaliaram a capacidade de formação 

de BSs de S. aureus e C. parapsilosis relatando que, o período necessário para produzir um biofilme 

maduro é de 48 h, o que vai de encontro aos resultados obtidos, uma vez que, a partir das 48 h a 

variação dos valores de logaritmo de UFC/mL não foi significativa para S. aureus e foi significativa, mas 
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menor para C. parapsilosis. No caso de P. aeruginosa, autores como Toc et al., 2022 consideraram que 

10 h é o tempo necessário para a formação de biofilmes maduros, enquanto que neste estudo verificou-

se que até às 48 h existiu um aumento do log de UFC/mL (p < 0,05).  

Segundo o estudo de Cervantes-Huamán et al., 2022, microrganismos patogénicos de referência 

que apresentem contagens totais de células aderidas superiores a 7 log UFC/mL, são considerados 

exibir boa capacidade de formação de biofilmes. Assim, de acordo com este estudo, os quatro 

microrganismos usados apresentaram uma boa capacidade de formação de biofilmes após as 24 h 

(log UFC/mL ≥ 7), tendo sido este tempo de incubação o ponto de partida para os estudos dos biofilmes 

polimicrobianos. 

4.2. Otimização de Meios Seletivos 

De forma a proceder-se ao estudo de biofilmes polimicrobianos (duplos e triplos), foi necessária a 

seleção e otimização de meios seletivos e, para tal, todos os microrganismos em estudo foram 

plaqueados nos seguintes meios: TSA, TSA+VCZ, TSA+ANB, SDA, SDA+GEN, PIA, Cetrimida Agar e 

MSA. Os resultados estão apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3. Crescimento dos vários microrganismos em estudo em diferentes meios de cultura 

 

4.2.1. Otimização do Meio TSA+ANB 

Após a obtenção dos resultados da Tabela 3, verificou-se que, o meio seletivo TSA+ANB necessitava 

ser otimizado, dado que, os resultados previstos teoricamente não foram alcançados. Deste modo, não 

existia qualquer meio seletivo para selecionar S. aureus em biofilmes polimicrobianos com 

C. albicans. De acordo com El-Azizi et al., 2015, a CMI de anfotericina B (ANB) em C. albicans (CA04) 

foi de 0,25 mg/L, e a CMF foi de 0,50 mg/L, valores esses que serviram de apoio à preparação do meio 

seletivo TSA+ANB (Tabela 3). 

Legenda:       Não cresceu       Cresceu 
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A suscetibilidade de C. albicans SC5314 à ANB foi determinada através da CMI e CMF, usando o 

método da microdiluição e contagem de UFCs. A CMI de um dado composto é a concentração mínima 

capaz de inibir o crescimento de um dado microrganismo e permite quantificar a atividade antimicrobiana 

desse composto (Cantón et al., 2004). Quanto menor for o valor de CMI de um dado composto face a 

uma dada espécie, maior será a sua efetividade clínica no tratamento de infeções e, por conseguinte, 

mais suscetível será a espécie a esse mesmo composto (Ansari et al., 2013). 

Na Figura 17 encontra-se o valor da CMI da ANB obtido para células planctónicas de C. albicans. 

 

Figura 17. Teste de suscetibilidade de C. albicans à anfotericina B (ANB). 

Os resultados mostraram que a CMI para C. albicans foi de 15,63 mg/L, tendo-se verificado que 

este valor foi 63 vezes maior do que o obtido por El-Azizi et al., 2015. 

Aquando da determinação da CMI da ANB foi determinado também o valor da CMF. Para tal, em 

placas de SDA foram plaqueados os poços que não apresentaram qualquer turbidez, ou seja, os poços 

correspondentes às concentrações iguais ou superiores à CMI (Figura 18). 

 

Figura 18. Determinação da CMF da anfotericina B (ANB) em C. albicans. 

A partir da análise da Figura 18 foi possível observar que a CMF foi de 31,25 mg/L, tendo-se 

constatado que, o valor foi 63 vezes maior do que o obtido no estudo de El-Azizi et al., 2015. Esta 
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concentração foi a usada na preparação do meio seletivo TSA+ANB. Este meio seletivo foi capaz de inibir 

o crescimento de C. albicans (Tabela 4). 

Tabela 4. Resultado do meio TSA+ANB otimizado na resposta ao crescimento dos vários microrganismos em estudo 

 

Deste modo, e com esta otimização do meio TSA+ANB conseguiu-se obter todos os meios seletivos 

necessários à realização dos ensaios com biofilmes polimicrobianos (duplos e triplos) envolvendo as 

bactérias e fungos em estudo. 

4.3. Biofilmes Duplos 

Tal como mencionado anteriormente, na maioria dos estudos encontrados na literatura sobre 

colonização de UPs é mencionado que, principalmente bactérias gram-positivas como S. aureus são as 

mais comumente isoladas nas fases iniciais do desenvolvimento de uma ferida crónica, e por isso, 

S. aureus foi usada na preformação de biofilme bacteriano de 24 h. Em fases mais avançadas, são 

recorrentemente identificadas bactérias gram-negativas como, P. aeruginosa e fungos como, 

Candida spp (Cardona & Wilson, 2015; Cereda et al., 2015; Taradaj, 2017b; Wolcott et al., 2016), assim, 

para a realização das diferentes interações bactéria-Candida necessárias para a realização do estudo 

escolheu-se P. aeruginosa e Candida spp. 

4.3.1. Biofilmes Duplos Bactéria-Candida 

De forma a estudar como, as interações bactéria-Candida e nomeadamente se a preformação de 

um biofilme bacteriano pode ou não afetar alguns fatores de virulência da Candida, avaliou-se a 

capacidade de formação de biofilme e filamentação de Candida spp com e sem preformação de biofilmes 

de 24 h de S. aureus. 

Legenda:       Não cresceu        Cresceu 
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4.3.1.1. Biofilmes Duplos de S. aureus e C. parapsilosis 

4.3.1.1.1. Capacidade de Formação de Biofilme de C. parapsilosis em Biofilmes 
Duplos de S. aureus e C. parapsilosis 

De acordo com os resultados obtidos anteriormente relativos aos meios seletivos verificou-se que, 

para o estudo deste consórcio microbiano os meios TSA, SDA, SDA+GEN e TSA+VCZ eram os mais 

indicados. Após incubação, recolha e contagem das células de biofilmes, os resultados obtidos foram 

convertidos em valores de logaritmo de unidades formadoras de colónias por mililitro (UFC/mL). Os 

resultados obtidos estão representados na Figura 19. 

 

Figura 19. Capacidade de formação de biofilmes de S. aureus e C. parapsilosis (biofilmes simples e biofilmes duplos) com 
(BD_48;24) e sem preformação (BD_24;24) de biofilmes de 24 h de S. aureus. As barras representam os desvios 
padrões; * - indica resultados que são significativamente diferentes, (p < 0,05). 

Através da análise dos resultados, foi possível verificar que, a capacidade de formação de BSs de 

S. aureus aumentou gradualmente ao longo do tempo (p < 0,05). Foi importante ainda comparar os 

valores obtidos para BSs e BDs de S. aureus para a mesma condição de tempo. Verificou-se que a 

capacidade de formação de biofilme desta bactéria foi significativamente menor quando em consórcio 

com C. parapsilosis (p < 0,05). Relativamente, ao comportamento da C. parapsilosis em consórcio com 

S. aureus, para ambas as condições, com e sem preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus, a 

capacidade de formação de biofilme foi significativamente menor à obtida para BSs (p < 0,05). 

Em BDs, têm sido mencionadas diferentes relações entre fungos e bactérias, dependendo das 

espécies, do local onde ocorre e das condições do ambiente. Relações onde os microrganismos podem 

coexistir e formar comunidades complexas, ou onde os fungos podem desenvolver suportes bióticos para 

o estabelecimento de biofilmes bacterianos, ou ainda onde os fungos podem colonizar biofilmes 

bacterianos pré-estabelecidos. Assim, as relações entre os microrganismos podem desta forma ser, 
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mutualísticas e endossimbióticas, ou relações competitivas, antagónicas, patogénicas e parasitárias, 

onde fungos e bactérias estão em competição direta por recursos (Braga et al., 2016; Doggett, 2000; 

Gonçalves et al., 2006; Seneviratne et al., 2008; Xu et al., 2014). 

Vários autores, Afonso et al., 2019 e Bautista-Hernández et al., 2019 têm vindo a observar que, 

quando inoculados simultaneamente, Penicillium spp, Acinetobacter calcoaceticus e Methylobacterium 

oryzae ou Fusarium falciforme (estirpe IOM 325286) e Staphylococcus aureus (estirpe IOM2617228), 

as bactérias podem inibir ou diminuir a capacidade de filamentação, a formação de biofilme e a 

germinação de esporos de fungos filamentosos, nas primeiras 24 h de interação. O efeito inibitório às 

24 h, pode ser devido à competição direta por nutrientes, à maior taxa de crescimento e atividade 

metabólica das bactérias, à produção de metabolitos que podem inibir a esporulação fúngica ou a uma 

combinação de todos estes fatores (Kousser et al., 2019; Mowat et al., 2010; Nogueira et al., 2019). A 

competição nutricional entre fungos e bactérias está bem documentada noutros ambientes, por exemplo 

na rizosfera, onde a competição bacteriana por nutrientes pode ser um mecanismo eficaz de biocontrolo 

contra fungos patogénicos (Lemanceau et al., 1993; Yigal & Baker, 1985). A ocorrência de múltiplas 

interações interespécies ou mesmo a simples produção de um metabolito também pode interferir na 

formação e desenvolvimento do biofilme (Kives et al., 2005; Mowat et al., 2010; Valle et al., 

2006). Resultados semelhantes foram obtidos neste estudo, dado que, a associação de S. aureus e 

C. parapsilosis, tanto na condição com ou sem preformação de S. aureus, diminuiu ligeiramente a 

capacidade de formação de biofilme de S. aureus. 

Quanto aos biofilmes de C. parapsilosis formados sem preformação de biofilmes de 24 h de 

S. aureus, o valor de logaritmo de UFC/mL foi significativamente maior do que com biofilmes 

preformados de 24 h de S. aureus (p < 0,05) e portanto este efeito antagónico foi mais evidente no caso 

dos BDs com preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus. 

4.3.1.1.2. Capacidade de Filamentação de C. parapsilosis em Biofilmes Duplos 
de S. aureus e C. parapsilosis 

A capacidade de filamentação de C. parapsilosis foi avaliada em diferentes condições e os resultados 

obtidos foram expressos em percentagem de células com formas filamentosas (Tabela 5). Este estudo 

foi realizado em células desagregadas de biofilmes monoespécie e biofilmes duplos. 
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Tabela 5. Percentagem de células com formas filamentosas obtidas de biofilmes simples (BSs) e biofilmes duplos (BDs) de 
C. parapsilosis 

 

Vários estudos demonstraram que, C. parapsilosis é uma das espécies consideradas menos 

patogénicas, do que C. albicans por uma variedade de razões, incluindo uma reduzida capacidade de 

aderir às células hospedeiras, secretar enzimas degradativas e formar biofilmes. Estas são geralmente 

mais sensíveis ao stress celular, encontrado no ambiente do hospedeiro e não apresentam filamentação 

tão rápida ou robusta quanto C. albicans (Filler et al., 2002; Priest & Lorenz, 2015). Tal como, já 

mencionado anteriormente C. parapsilosis não forma hifas verdadeiras e apenas existem em fase de 

levedura ou em forma pseudo-hifal (Laffey & Butler, 2005). Assim, contrariamente ao referido, verificou-

se que, neste estudo, em BDs e BSs C. parapsilosis apresentou ser melhor formadora de biofilmes. 

A partir da análise da Tabela 5 foi possível observar que, estes mostraram estar em concordância 

com o mencionado pelos autores, uma vez que, C. parapsilosis exibiu formas pseudo-filamentosas e 

formas de levedura sendo que, a percentagem de células com formas pseudo-filamentosas foi menor 

que 50 % em todas as condições estudadas, apresentando-se C. parapsilosis predominantemente na 

forma de levedura. 

Para as diferentes condições analisadas não existiram diferenças significativas (p > 0,05) no que 

diz respeito ao número de células com formas pseudo-filamentosas, o que poderá sugerir que a presença 

de formas pseudo-filamentosas não foi influenciada pela presença de S. aureus. Num estudo de Bautista-

Hernández et al., 2019, demonstraram que, a presença de uma bactéria, nomeadamente S. aureus 

promoveu a diminuição da filamentação e a formação de biofilme em F. falciforme, nas primeiras 24 h 

de interação. No entanto, contrariamente ao demonstrado por Bautista-Hernández et al., 2019, neste 

estudo não se observou qualquer influência estatisticamente significativa de S. aureus na percentagem 

de filamentação de C. parapsilosis. 
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4.3.1.2. Biofilmes Duplos de S. aureus e C. albicans 

4.3.1.2.1. Capacidade de Formação de Biofilme de C. albicans em Biofilmes 
Duplos de S. aureus e C. albicans 

De seguida, e com o objetivo de estudar a interação entre S. aureus e C. albicans selecionou-se os 

seguintes meios de cultura: TSA, SDA, TSA+ANB e SDA+GEN. Os resultados obtidos estão representados 

na Figura 20. 

 

Figura 20. Capacidade de formação de biofilmes de S. aureus e C. albicans (biofilmes simples e biofilmes duplos) com 
(BD_48;24) e sem preformação (BD_24;24) de biofilmes de 24 h de S. aureus. As barras representam os desvios padrões; 
* - indica resultados que são significativamente diferentes, (p < 0,05). 

Realizou-se a comparação dos valores obtidos para BSs e BDs de S. aureus para a mesma condição 

de tempo e verificou-se que, a capacidade de formação de biofilme desta bactéria foi significativamente 

maior quando em consórcio com C. albicans sem preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus 

(p < 0,05). Deste modo, uma possível explicação para este acontecimento pode ter a ver tal como, 

demonstrado por Al-Fattani & Douglas, 2006 e Harriott & Noverr, 2009 com o facto de haver uma 

presença de uma grande quantidade de glicose, uma vez que, esta é a principal componente da matriz 

de C. albicans, fornecendo assim, uma fonte de carbono para S. aureus e promovendo a formação de 

biofilme. No entanto, para BDs com preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus verificou-se que, a 

capacidade de formação de biofilme foi significativamente menor à obtida para BSs (p < 0,05). 

Relativamente, ao comportamento de C. albicans em consórcio com S. aureus, quando adicionadas 

simultaneamente, ou seja, sem preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus, os valores obtidos para 

BSs e BDs não foram significativamente diferentes (p > 0,05). No entanto, a capacidade de formação de 

biofilme de C. albicans em BDs com preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus  foi 

significativamente menor à obtida para BSs (p < 0,05). Assim, uma possível explicação para este 
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acontecimento poderá ser, tal como mencionado anteriormente, a interferência antagónica da bactéria 

sobre o fungo. Porém, neste estudo este efeito foi apenas observado quando houve a preformação de 

um biofilme de 24 h de S. aureus. 

4.3.1.2.2. Capacidade de Filamentação de C. albicans em Biofilmes Duplos de 
S. aureus e C. albicans 

Foi também avaliada a capacidade de filamentação de C. albicans nas diferentes condições testadas 

e os resultados obtidos foram expressos em percentagem de células com formas filamentosas 

(Tabela 6). Este estudo foi realizado em células desagregadas de biofilmes monoespécie e biofilmes 

duplos. 

Tabela 6. Percentagem de células com formas filamentosas obtidas de biofilmes simples (BSs) e biofilmes duplos (BDs) de 
C. albicans 

 

Tal como, mencionado anteriormente C. albicans é um dos microrganismos patogénicos fúngicos 

humanos mais comuns e uma das suas caraterísticas de virulência mais intensamente estudada é a sua 

capacidade de transição morfológica reversível de célula de levedura única para filamentos pseudo-hifas 

e hifas (células alongadas ligadas de ponta a ponta). Assim, os resultados mostraram que, C. albicans 

exibiu formas filamentosas e formas de levedura sendo que, a percentagem de células com formas 

filamentosas foi menor que 50 % para BSs e BDs com preformação de biofilme de 24 h de S. aureus, e 

superior a 50 % para BDs sem preformação biofilme de 24 h de S. aureus, apresentando-se C. albicans 

maioritariamente na forma de levedura. 

Para as diferentes condições estudadas existiram diferenças significativas quando comparados os 

valores obtidos para BSs e BDs sem preformação de biofilme de 24 h de S. aureus e verificou-se que, a 

capacidade de filamentação foi significativamente maior quando associada a um biofilme bacteriano de 

S. aureus (p < 0,05). Desta forma, a presença de formas filamentosas foi influenciada pela presença de 

S. aureus. Tal como mencionado por Ricker et al., 2014, que demonstraram que, a presença de uma 

bactéria, nomeadamente Streptococcus gordonii promoveu a filamentação em C. albicans. De forma 

semelhante, em BDs, Silverman et al., 2010, verificaram que a formação de hifas pode ser mediada por 

fatores solúveis secretados por estreptococos orais. Porém, não existiram diferenças significativas na 
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capacidade de filamentação de C. albicans quando comparados os valores de BSs e BDs com 

preformação de biofilme de 24 h de S. aureus (p > 0,05). 

No entanto, quando comparados os valores de BDs com e sem preformação de biofilme bacteriano 

de 24 h de S. aureus existiram diferenças significativas na capacidade de filamentação de C. albicans, 

sendo que a capacidade de filamentação foi significativamente maior quando sem preformação de 

biofilme de 24 h de S. aureus. 

4.3.2. Biofilmes Duplos Bactéria-Bactéria 

De seguida, e de forma a estudar biofilmes duplos de bactéria-bactéria, avaliou-se a capacidade de 

formação de biofilmes de P. aeruginosa com e sem preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus. 

4.3.2.1. Biofilmes Duplos de S. aureus e P. aeruginosa 

4.3.2.1.1. Capacidade de Formação de Biofilme de P. aeruginosa em Biofilmes 
Duplos de S. aureus e P. aeruginosa 

Para o estudo do consórcio bacteriano S. aureus e P. aeruginosa, usaram-se os meios TSA, MSA e 

Cetrimida Agar, sendo a capacidade de formação de biofilmes avaliada com e sem preformação de 

biofilmes de 24 h de S. aureus e os resultados obtidos estão representados na Figura 21. 

 

Figura 21. Capacidade de formação de biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa (biofilmes simples e biofilmes duplos) com 
(BD_48;24) e sem preformação (BD_24;24) de biofilmes de 24 h de S. aureus. As barras representam os desvios 
padrões; * - indica resultados que são significativamente diferentes, (p < 0,05). 

No entanto, relativamente à P. aeruginosa quando em BDs, com e sem preformação de biofilmes 

de 24 h de S. aureus, a capacidade de formação de biofilme foi significativamente menor 

comparativamente aos BSs (p < 0,05). Quanto aos biofilmes de P. aeruginosa formados sem 
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preformação de biofilme de 24 h de S. aureus, o valor de logaritmo de UFC/mL foi significativamente 

menor do que com biofilme preformado de 24 h de S. aureus (p < 0,05). Assim, uma possível explicação 

para este efeito inibitório na capacidade de P. aeruginosa formar biofilmes na presença de S. aureus, 

poderá ser, tal como verificado por vários autores, tais como Barequet et al., 2009; Beaume et al., 2015; 

Biswas et al., 2009; Fugère et al., 2014; Hoffman et al., 2006; Kim et al., 2015; Kvich et al., 2022; 

Mashburn et al., 2005 e Park et al., 2012, que populações de S. aureus na presença de glicose, 

produzem substâncias que reduzem eficazmente o crescimento de P. aeruginosa. 

Em relação aos biofilmes de S. aureus, foi observado que, quando comparadas as capacidades de 

formação de biofilmes para BSs e BDs de S. aureus para a mesma condição de tempo, verificou-se que, 

apenas para a condição BDs com preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus, a capacidade de 

formação de biofilme foi significativamente menor estatisticamente (p < 0,05). 

4.4. Biofilmes Triplos 

4.4.1. Biofilmes Triplos Bactéria-Candida 

Com o objetivo de estudar como as interações em BTs de bactéria-Candida e nomeadamente se a 

preformação de um biofilme duplo bacteriano pode ou não afetar alguns fatores de virulência da Candida, 

avaliou-se a capacidade de formação de biofilme e filamentação de Candida spp com e sem preformação 

de BDs de S. aureus e P. aeruginosa. 

4.4.1.1. Biofilmes Triplos de S. aureus, P. aeruginosa e C. parapsilosis 

4.4.1.1.1. Capacidade de Formação de Biofilme de C. parapsilosis em Biofilmes 
Triplos de S. aureus, P. aeruginosa e C. parapsilosis 

Para o estudo de BTs envolvendo S. aureus, P. aeruginosa e C. parapsilosis selecionou-se os 

seguintes meios seletivos: MSA, Cetrimida Agar e SDA+GEN. Os resultados obtidos expressos em 

logaritmo de unidades formadoras de colónias por mililitro (UFC/mL) estão representados na Figura 22. 
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Figura 22. Capacidade de formação de biofilmes de S. aureus, P. aeruginosa e C. parapsilosis (biofilmes simples, duplos e 
triplos) com (BD_48;48;24) e sem preformação (BD_24;24;24) de biofilmes duplos de 24 h de S. aureus e P. aeruginosa. As 
barras representam os desvios padrões; * - indica resultados que são significativamente diferentes, (p < 0,05). 

A partir da análise dos resultados, foi possível demonstrar que, a capacidade de formação de BDs 

de P. aeruginosa aumentou gradualmente ao longo do tempo (p < 0,05), indicando assim a capacidade 

desta bactéria coexistir em consórcio com S. aureus. Porém, em BDs de S. aureus não se verificou 

diferenças estatisticamente significativas ao longo do tempo (p > 0,05). Procedeu-se ainda, à 

comparação dos valores obtidos para BDs e BTs de S. aureus e P. aeruginosa para a mesma condição 

de tempo e constatou-se que, a capacidade de formação de biofilme de S. aureus foi significativamente 

menor, na presença de C. parapsilosis sem preformação de um BD bacteriano de 24 h de S. aureus e 

P. aeruginosa (p < 0,05). Tal como mencionado anteriormente no ponto 4.3.1.1.1., que múltiplas 

interações interespécies ou mesmo a simples produção de um metabolito pode interferir na formação e 

no desenvolvimento de biofilmes, assim, esta poderá ser uma possível explicação para a diminuição da 

capacidade de formação de biofilme de S. aureus na presença de C. parapsilosis. O mesmo não se 

verificou para BTs com preformação de BD de 24 h de S. aureus e P. aeruginosa, uma vez que, não 

foram observadas diferenças estatisticamente significativas no que diz respeito à capacidade de formação 

de BDs e BTs de S. aureus (p > 0,05). 

Relativamente, ao comportamento de P. aeruginosa, observou-se que, a capacidade de formação 

de biofilme foi significativamente maior quando em consórcio com C. parapsilosis sem preformação de 

BD de 24 h de S. aureus e P. aeruginosa (p < 0,05). 

Quanto aos biofilmes de C. parapsilosis foi possível verificar que, a capacidade de formação de 

biofilme foi significativamente menor quando em consórcio com BDs de S. aureus e P. aeruginosa 
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(p < 0,05). No entanto, para BTs com preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus e P. aeruginosa, 

o valor do logaritmo da UFC/mL foi significativamente menor do que, sem biofilmes preformados de 

24 h de S. aureus e P. aeruginosa (p < 0,05). Assim, uma possível explicação para este fenómeno, tal 

como mencionado por Afonso et al., 2019, é a possível ação antagónica das bactérias sobre o fungo 

interferindo negativamente no desenvolvimento do biofilme de C. parapsilosis. 

4.4.1.1.2. Capacidade de Filamentação de C. parapsilosis em Biofilmes Triplos 
de S. aureus, P. aeruginosa e C. parapsilosis 

Foi avaliada a capacidade de filamentação de C. parapsilosis nas diferentes condições testadas e 

os resultados obtidos foram expressos em percentagem de células com formas filamentosas 

(Tabela 7). Este estudo foi realizado em células desagregadas de biofilmes de monoespécie e biofilmes 

triplos. 

Tabela 7. Percentagem de células com formas filamentosas obtidas de biofilmes simples (BSs) e biofilmes triplos (BTs) de 
C. parapsilosis 

 

Mais uma vez se verificou que a C. parapsilosis exibiu formas pseudo-filamentosas e formas de 

levedura sendo que a percentagem de células com formas pseudo-filamentosas foi menor que 50 % em 

todas as condições estudadas, apresentando-se C. parapsilosis predominantemente na forma de 

levedura. 

Contrariamente ao citado anteriormente por Bautista-Hernández et al., 2019, para as diferentes 

condições analisadas não existiram diferenças significativas (p > 0,05) no que diz respeito ao número de 

células com formas pseudo-filamentosas, o que poderá sugerir que a presença do consórcio bacteriano 

em estudo não influenciou a capacidade de filamentação de C. parapsilosis. 

4.4.1.2. Biofilmes Triplos de S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans 

4.4.1.2.1. Capacidade de Formação de Biofilme de C. albicans em Biofilmes 
Triplos de S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans 

Para o estudo de BTs envolvendo S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans usou-se os seguintes meios 

seletivos: MSA, Cetrimida Agar e SDA+GEN. Os resultados obtidos estão representados na Figura 23. 
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Figura 23. Capacidade de formação de biofilmes de S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans (biofilmes simples, duplos e triplos) 
com (BD_48;48;24) e sem preformação (BD_24;24;24) de biofilmes duplos de 24 h de S. aureus e P. aeruginosa. As barras 
representam os desvios padrões; * - indica resultados que são significativamente diferentes, (p < 0,05). 

Em BDs de S. aureus não se verificou diferenças estatisticamente significativas ao longo do tempo 

(p > 0,05). Procedeu-se ainda à comparação dos valores obtidos para BDs e BTs de S. aureus e 

P. aeruginosa para a mesma condição de tempo e observou-se que, a capacidade de formação de 

biofilme de S. aureus foi significativamente menor quando não houve a preformação de um BD 

bacteriano de 24 h de S. aureus e P. aeruginosa (p < 0,05). Deste modo, foi possível verificar que, tal 

como mencionado anteriormente no ponto 4.3.1.1.1., que múltiplas interações interespécies ou mesmo 

a simples produção de um metabolito pode interferir na formação e no desenvolvimento de biofilmes, 

assim, esta poderá ser uma possível explicação para a diminuição da capacidade de formação de biofilme 

de S. aureus na presença de C. albicans. O mesmo não se verificou para os BTs com preformação de 

BD de 24 h de S. aureus e P. aeruginosa, uma vez que, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas no que diz respeito à capacidade de formação de biofilme de S. aureus 

para BDs e BTs (p > 0,05). 

Relativamente ao comportamento de P. aeruginosa, foi observado que, quando comparadas as 

capacidades de formação de biofilmes para BDs e BTs de P. aeruginosa para a mesma condição de 

tempo, verificou-se que, para a condição BTs sem preformação de BD de 24 h de S. aureus e 

P. aeruginosa observou-se que, a capacidade de formação de biofilme foi significativamente maior 

estatisticamente (p < 0,05). Porém, em BTs de P. aeruginosa com preformação de BD de 24 h de 

S. aureus e P. aeruginosa verificou-se que, a capacidade de formação de biofilmes foi significativamente 

menor estatisticamente (p < 0,05) 
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Em relação, ao comportamento de C. albicans os valores obtidos para BSs e BTs com e sem 

preformação de BD bacteriano de 24 h de S. aureus e P. aeruginosa, estes não foram significativamente 

diferentes (p > 0,05). Ao contrário do mencionado anteriormente por Afonso et al., 2019, que as 

bactérias interferem antagonicamente sobre os fungos, neste estudo este efeito não foi observado em 

nenhuma das condições estudadas. 

4.4.1.2.2. Capacidade de Filamentação de C. albicans em Biofilmes Triplos de 
S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans 

Foi avaliada a capacidade de filamentação da C. albicans com e sem preformação de BD de 24 h 

de S. aureus e P. aeruginosa, e os resultados obtidos foram expressos em percentagem de células com 

formas filamentosas de biofilmes de monoespécie e biofilmes triplos (Tabela 8). 

Tabela 8. Percentagem de células com formas filamentosas obtidas de biofilmes simples (BSs) e biofilmes triplos (BTs) de 
C. albicans. * - indica resultados que são significativamente diferentes, (p < 0,05) 

 

Os resultados mostraram que, C. albicans exibiu formas filamentosas e formas de levedura sendo 

que, a percentagem de células com formas filamentosas foi menor que 50 % para BSs, e superior a 50 % 

para BTs, apresentando-se a C. albicans em BTs maioritariamente na forma filamentosa. 

Para as diferentes condições analisadas existiram diferenças significativas quando comparados os 

valores obtidos para BSs e BTs de C. albicans e verificou-se que, a capacidade de filamentação foi 

significativamente maior quando associada a um BD bacteriano de S. aureus e P. aeruginosa 

(p <0,05). Desta forma, a presença de formas filamentosas foi influenciada pela presença de 

bactérias. Tal como mencionado por Ricker et al., 2014, que demonstraram que C. albicans na presença 

de uma bactéria, nomeadamente Streptococcus gordonii promoveu a sua transformação de levedura 

para hifas. No entanto, não existiram diferenças significativas na capacidade de filamentação de 

C. albicans quando comparados os valores de BTs com e sem preformação de BD bacteriano de 24 h 

de S. aureus e P. aeruginosa (p > 0,05). Por fim, verificou-se que, a condição BT_24;24;24 foi a que 

apresentou maior percentagem de formas filamentosas. 
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Capítulo 5. Conclusões e Propostas de Trabalho Futuro 

5.1. Conclusões 

O presente trabalho teve como objetivo o estudo de biofilmes simples (BSs) e polimicrobianos, 

incluindo biofilmes duplos (BDs) e triplos (BTs), envolvendo bactérias e fungos nomeadamente da espécie 

Candida. Para isso, foram estudadas as interações bactéria-bactéria e bactéria-Candida com e sem 

preformação de biofilmes bacterianos e estudou-se como estas interações afetam alguns fatores de 

virulência das espécies envolvidas nomeadamente a capacidade de formação de biofilmes e no caso das 

Candida, C. albicans e C. parapsilosis, a capacidade de filamentação. 

Relativamente à capacidade de formação de BSs de S. aureus, P. aeruginosa, C. parapsilosis e 

C. albicans concluiu-se que, de uma forma geral, todos os microrganismos demonstraram uma boa 

formação de biofilmes ao fim de 24 h de incubação. 

Para o estudo de biofilmes polimicrobianos procedeu-se à otimização dos meios seletivos tendo-se 

conseguido selecionar meios seletivos para todos os consórcios microbianos estudados. 

Quanto aos biofilmes duplos (BDs) observou-se ação antagónica na formação de biofilmes de ambas 

as espécies de Candida quando em consórcio com S. aureus sendo esta ação mais evidente com 

preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus. 

Quanto à capacidade de formação de biofilmes de S. aureus em consórcio com Candida, esta diferiu 

dependendo da espécie de Candida (C. albicans ou C. parapsilosis) presente no consórcio 

duplo. C. albicans promoveu a formação de biofilme de S. aureus e a C. parapsilosis mostrou um efeito 

antagónico. 

Nos BDs bacterianos de S. aureus e P. aeruginosa, a capacidade de formação de biofilmes de 

P. aeruginosa foi menor comparativamente a um BS sendo esta diminuição da capacidade de formação 

de biofilme mais significativa nos BDs sem preformação de biofilmes de 24 h de S. aureus. 

Nos BTs envolvendo S. aureus, P. aeruginosa e C. parapsilosis verificou-se que os biofilmes 

bacterianos preformados (S. aureus+P. aeruginosa) expressaram uma maior influência antagónica sobre 

a capacidade de formação de biofilmes de C. parapsilosis comparativamente a BTs sem preformação de 

biofilmes bacterianos. O mesmo não se verificou em BTs envolvendo S. aureus, P. aeruginosa e 

C. albicans uma vez que, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas no que diz 

respeito à capacidade de formação de biofilme de C. albicans. 
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Relativamente à capacidade de filamentação, a ausência ou presença de preformação de biofilmes 

bacterianos, parece não ter influência neste fator de virulência das Candida, à exceção de BTs com 

C. albicans em que a presença de bactérias parece estimular a filamentação. 

Por último, é importante ressaltar a importância que este estudo revela na área do conhecimento 

dos biofilmes polimicrobianos associados a UPs, uma vez que, a informação é estrita e poucos estudos 

existem sobre como os microrganismos interagem e quais são as consequências obtidas por parte 

dessas interações. 

5.2. Propostas de Trabalho Futuro 

O trabalho desenvolvido no âmbito desta investigação permitiu antever a necessidade de aprofundar 

o estudo em vários pontos. Em funções da análise dos resultados alcançados, sugere-se numa próxima 

oportunidade de investigação o estudo de outros fatores de virulência da Candida, como protéases e 

fosfolipases. Assim como, aumentar a diversidade de interações entre fungos e bactérias, uma vez que 

os fungos podem oferecer suporte biótico para o estabelecimento de um biofilme bacteriano. Numa 

segunda etapa, deverão ser avaliados alguns tratamentos terapêuticos direcionados para bactérias, como 

por exemplo antibióticos, de modo a determinar como afetam alguns fatores de virulência de espécies 

de Candida. Por fim, realizar-se ainda ensaios em modelos de feridas de forma a simular o ambiente das 

UPs. 
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