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Tenho-vos dito isso, para que tenhais paz em
mim,; no mundo tereis aflicoes; mas tende bom

animo; eu venci o mundo.

Jodo 16:33
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RESUMO

Dentro da Micologia o estudo das leveduras do género Candida faz-se importante, pois, sao
fungos oportunistas que fazem parte da microbiota humana, sendo responsaveis por infecgdes
dos diferentes sitios anatdmicos. A capacidade patogénica de Candida spp. esta relacionada a
diversos fatores de viruléncia, como: a forma¢do de biofilmes e a secrecdo de enzimas
hidroliticas (proteases, fosfolipases e hemolisinas), a fosfolipase age na célula do hospedeiro
clivando as ligagdes de éster dos glicerofosfolipidios da membrana celular causando o dano
celular, sendo este o fator de viruléncia que confere maior aderéncia as células do hospedeiro,
de tal forma culminam em maior patogenicidade. A Candidiase Vulvovaginal representa a
segunda causa mais comum de vulvovaginite e cerca de 70% da populag@o feminina tera, pelo
menos, um episddio do quadro clinico ao decorrer da sua vida reprodutiva. Logo, o objetivo
deste estudo ¢ realizar isolamento, identificacdo e investigar o perfil de patogenicidade das
cepas de Candida isoladas da mucosa vaginal de individuos sauddveis e com sintomatologia
semelhante a candidiase vulvovaginal. Trata-se de um estudo descritivo e analitico com
abordagem quantitativa, utilizando 19 cepas de Candida spp. isoladas da microbiota vaginal
de mulheres saudéaveis e com manifestagdes clinicas semelhantes a candidiase vulvovaginal
e/ou outra enfermidade genital. O isolamento foi feito em meio Sabouraud Dextrose Agar; a
identificacao foi realizada mediante semeio em CHROMagar™ e Microcultivo. O perfil de
patogenicidade foi identificado por meio dos experimentos de produgdo de fosfolipases e de
formagao de biofilmes. Obteve-se identificagdo de 68,4% (n=13) dos isolados sao C. albicans,
15,8% (n=3) C. tropicalis, 5,3% (n=1) C. glabrata, 5,3% (n=1) C. parapsilosis e 5,3% (n=1)
C. guilliermondii. 14 dessas cepas sao produtoras de fosfolipase, sendo oito classificadas
como fortes produtoras e as cepas de C. parapsilosis e C. guilliermondii nao foram capazes de
produzir fosfolipase. Todas essas espécies de Candida sao formadoras de biofilme, sendo a
cepa de C. guilliermondii V006/2024 a mais forte formadora de biofilme, com valores de
absorbancia e densidade Optica maiores que a referéncia. Evidenciando a caracteristica
crescente entre as espécies nao-albicans como leveduras potencialmente patogénicas,
associadas a um aumento da morbidade e mortalidade global e utilizagdo empirica de
antifungicos, esta utilizacao correlaciona-se com o incremento de resisténcias nas espécies de
Candida nao-albicans, uma vez que os biofilmes t€ém propriedades que conferem resisténcia
através da desaceleracdo da entrada de antimicrobianos nas células de Candida,

comportando-se como uma barreira fisica que também absorve uma parte significativa dos



farmacos, reduzindo a concentracdo ideal que seria necessaria para atingir as células do

biofilme.

Palavras-chave: Candida; Fosfolipases; Biofilmes; Candidiase Vulvovaginal.



ABSTRACT

Within Mycology, the study of yeasts of the genus Candida is important, as they are
opportunistic fungi that are part of the human microbiota and are responsible for infections in
different anatomical sites. The pathogenic capacity of Candida spp. is related to various
virulence factors, such as biofilm formation and the secretion of hydrolytic enzymes
(proteases, phospholipases, and hemolysins), phospholipase acts on the host cell by cleaving
the ester bonds of the membrane glycerophospholipids, causing cell damage, being the
virulence factor that provides greater adherence to host cells, ultimately resulting in increased
pathogenicity. Vulvovaginal Candidiasis is the second most common cause of vulvovaginitis,
and about 70% of the female population will experience at least one episode of the condition
during their reproductive life. Therefore, the aim of this study is to perform isolation,
identification, and investigate the pathogenicity profile of Candida strains isolated from the
vaginal mucosa of healthy individuals and those with symptoms similar to vulvovaginal
candidiasis. This is a descriptive and analytical study with a quantitative approach, using 19
strains of Candida spp. isolated from the vaginal microbiota of healthy women and women
with clinical manifestations similar to vulvovaginal candidiasis and/or another genital disease.
The isolation was done on Sabouraud Dextrose Agar medium; identification was performed
through plating on CHROMagar™ and microculture. The pathogenicity profile was identified
through experiments for phospholipase production and biofilm formation. Identification
showed that 68.4% (n=13) of the isolates were C. albicans, 15.8% (n=3) C. tropicalis, 5.3%
(n=1) C. glabrata, 5.3% (n=1) C. parapsilosis and 5.3% (n=1) C. guilliermondii. Fourteen of
these strains produce phospholipase, with eight classified as strong producers, while the
strains of C. parapsilosis and C. guilliermondii were unable to produce phospholipase. All
these Candida species are biofilm-forming, with the C. guilliermondii V006/2024 strain being
the strongest biofilm former, with absorbance and optical density values higher than the
reference. Highlighting the increasing characteristic among non-albicans species as
potentially pathogenic yeasts, associated with a rise in global morbidity and mortality and
empirical use of antifungals, this use correlates with the increase in resistance in non-albicans
Candida species, since biofilms have properties that confer resistance by slowing the entry of
antimicrobials into Candida cells, acting as a physical barrier that also absorbs a significant
portion of the drugs, reducing the optimal concentration that would be necessary to reach the

biofilm cells.
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1 INTRODUCAO

A Micologia Médica ¢ uma crescente essencial nas pesquisas cientificas, visto a
relevancia dos estudos voltados aos fungos leveduriformes e filamentosos de importancia
médica causadores do amplo espectro de infecgdes em diversos sitios anatdmicos. Essas
infecgOes fungicas sdo problematicas do campo de saude publica, uma vez que em regidoes
com baixos indices socioecondmicos ha uma taxa de mortalidade diretamente ou
indiretamente relacionada de 40 a 60%. Ademais, vale ressaltar que o género Candida tém
estimulado estudos voltados a compreensdo da epidemiologia, genética, bioquimica e
patogénese dessas doengas, em uma multidisciplinaridade dos contetidos envolvendo esses
microrganismos (Rocha et al., 2021).

As leveduras do género Candida sdo fungos oportunistas e fazem parte da microbiota
humana, podendo estar presente no tegumento, na cavidade oral, no trato gastrointestinal, no
sistema geniturinario, sistema respiratério e de forma disseminada na corrente sanguinea,
sendo responsaveis por infec¢des dos diferentes sitios anatdomicos, as chamadas candidiases.
Apesar de promoverem, em sua maioria, infec¢cdes em situagdes em que ha comprometimento
da resposta imunoldgica ou perda da integridade das barreiras naturais de defesa do
hospedeiro, ha relatos do acometimento de individuos imunocompetentes (Salvatori, et al.,
2016).

As espécies de Candida que colonizam a microbiota normal do canal vaginal, bem
como outros sitios anatdomicos, quando crescem de forma exacerbada sinalizam situacao de
desequilibrio entre a coexisténcia parasita-hospedeiro, ocasionando quadros patologicos,
incluindo a Candidiase Vulvovaginal (CVV). A CVV ¢ classificada como nao complicada
quando os sintomas sao leves, moderados, esporadica e tem como principal agente etioldgico
a C. albicans; ja na candidiase vulvovaginal complicada os sintomas sdo intensos, recorrentes,
e tem como principais agentes etioldgicos a C. glabrata e C. krusei, que acometem com
frequéncia individuos com comorbidades, como: Diabetes Mellitus (DM), infeccao pelo Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e gestantes (Carvalho et al., 2021).

Outrossim, a capacidade patogénica das espécies do género Candida esta relacionada
a diversos fatores de viruléncia. Entre os principais estdo a capacidade de aderéncia as células
epiteliais e superficies abidticas; a formagdo de biofilmes que sdo entendidos como
comunidades microbianas extremamente organizadas que ficam aderidas a uma superficie
constituida de células microbianas e Substancias Poliméricas Extracelulares (EPS); a

transicdo morfologica entre levedura e hifa, esse dimorfismo ¢ essencial na invasdo tecidual; a
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secrecdo de enzimas hidroliticas como proteases, fosfolipases e hemolisinas, que atuam na
degradacao das barreiras celulares. A formacdao de biofilmes atuam como mecanismo de
sobrevivéncia para 0s microrganismos patogénicos e confere aumento na resisténcia
antimicrobiana e dificulta a eliminacdo da infecc¢do, sendo um desafio clinico em dispositivos
médicos como cateteres e proteses (Santos et al., 2024).

A CVV representa a segunda causa mais comum de vulvovaginite apds a vaginose
bacteriana, afeta milhdes de mulheres anualmente e a localizacdo geografica tem mostrado
ser um fator relevante na distribuicdo dos eventos (Oliveira, 2022). Em contexto global, a
CVV ¢ uma infeccdo comumente constatada entre o publico feminino, em que cerca de 70%
desta populacdo terd, pelo menos, um episddio do quadro clinico ao decorrer da sua vida
reprodutiva (Cruz et al., 2020).

Considerando o que foi supracitado, surgiram as seguintes questdes norteadoras desta
pesquisa: a Candida albicans permanece como a espécie mais prevalente na colonizacdo da
mucosa vaginal ou as espécies ndo-albicans estdo em ascendéncia neste sitio anatomico? As
espécies de Candida, oriundas da microbiota vaginal ou enquanto agentes etioldgicos de CVV

sao fortes produtoras de fosfolipases e biofilmes?

1.1 Justificativa

Mediante o supracitado, faz-se necessario estudos mais aprofundados sobre Candida
spp. relacionadas a colonizagdo do canal vaginal. Buscando compreender suas caracteristicas
de viruléncia e patogenicidade, realizando andlise dos fatores ligados ao hospedeiro e ao
ambiente, bem como os fatores intrinsecos do proprio microrganismo, associados ao processo
de adaptacdo por exemplo, que podem influenciar no perfil genotipico e fenotipico
apresentado pelas espécies, favorecendo o desenvolvimento de CVV, além das dificuldades
que podem haver no tratamento antimicrobiano, em virtude da presenca de resisténcia por
parte das cepas de Candida.

Diante do exposto, acredita-se que espécies do género Candida, isoladas da
microbiota vulvovaginal de individuos sauddveis e com CVYV, apresentem caracteristicas
variadas de viruléncia, sendo capazes de produzir fosfolipases e formar biofilmes. A presenca
de fatores de viruléncia influencia na patogenicidade de Candida spp., podendo causar
infeccdes que demandem terapéuticas mais especificas de acordo com o perfil de

sensibilidade da cepa envolvida.
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Considerando a importancia de informagdes acerca do perfil bioldgico de leveduras do
género Candida isoladas de individuos higidos e/ou doentes, em especial aqueles com CV'V,
haja vista a importancia desse grupo de leveduras como agentes causadores de diversas
patologias humanas, incluindo as infec¢des em outros sitios anatomicos e sistémicas, faz-se
mister o desenvolvimento de estudos como este acerca das caracteristicas de patogenicidade
destas leveduras, isoladas a partir da microbiota vaginal de individuos higidos e/ou com
suspeita clinica de CVV. Isto posto, este estudo busca contribuir para a ampliacao do
conhecimento no ambito das variagdes no perfil patogénico de Candida spp. e avangos
significativos nesta area de estudo, bem como fortalecimento da biotecnologia voltada para a

saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar isolamento, identificacdo e investigar o perfil de patogenicidade das cepas de
Candida isoladas da mucosa vaginal de individuos sauddveis e com sintomatologia

semelhante a candidiase vulvovaginal.

2.2 Objetivos Especificos

e Isolar Candida spp. a partir da mucosa vaginal de individuos saudaveis e sintomaticos
para CVV;

e Identificar as espécies de Candida isoladas;

e Avaliar, in vitro, fatores de viruléncia a partir da producdo de fosfolipase das cepas de
Candida spp.;

e Verificar, in vitro, a formacao de Biofilme das cepas isoladas de Candida spp.;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Género Candida

Fazem parte do género Candida leveduras polimorficas, pertencentes ao filo
Ascomycota, classe Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales, cuja distribuicdo ¢
universal, sendo cerca de 150 espécies descritas pela comunidade cientifica (Levetin et al.,
2016; Alves, 2023). Algumas espécies de Candida podem causar doengas em homens e
animais, sendo capazes de colonizar diferentes sitios anatdmicos, cuja origem da infecg¢do
pode ser a propria microbiota, ja que podem residir no tegumento, trato gastrintestinal, trato
geniturinario e trato respiratorio (Santos, 2021). As Candida spp. que coabitam como
saprobias na microbiota possuem potencial patogénico, cuja manifestacdo se da em
decorréncia de um desequilibrio do bindmio parasita-hospedeiro, ocasionado por alteragdes
fisioldgicas ou patoldgicas no hospedeiro, quando ha comprometimento imunoldgico, ou por
extravio das barreiras anatdmicas de defesa, por isso sdo consideradas fungos oportunistas
(Rodriguez et al., 2020).

Dentre as 150 espécies as 15 mais envolvidas em processos patogénicos sdo: Candida
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei,
Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida dubliniensis, Candida pelliculosa,
Candida kefyr, Candida lipolytica, Candida famata, Candida inconspicua, Candida rugosa e
Candida norvegensis; sendo que 95% das candidiases sdo causadas pelas espécies C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.tropicalis e C. krusei, responsaveis por variados
quadros clinicos (Borman et al.,, 2019). Vale salientar que o género tem passado por
recorrentes reclassificagdes para atender aos critérios taxondmicos e devido a essas mudangas,
muitas espécies além de serem realocadas em novos clados, também foram renomeadas e
subdivididas, como a C. glabrata e C. krusei, agoras reclassificadas como Nakaseomyces
glabratus e Pichia kudriavzevii, respectivamente (Kidd et al., 2023). Porém, em virtude de ser
uma reclassificagdo nova, no corpo do texto essas espécies sdo mencionadas conforme a
classificagdo anterior.

Em nivel mundial, a C. albicans é a espécie mais frequente nas amostras biologicas
isoladas em pessoas que apresentam candidiase superficial ou invasiva em diversos sitios
anatomicos. Essa realidade se da pela habilidade de adaptagdo da C. albicans ao ambiente em
que ela esteja, devido seus fatores de viruléncia: producdo de enzimas lipoliticas e

proteoliticas, adesinas e a morfogénese que possibilita a conversdo da forma leveduriforme
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para filamentosa, favorecendo a termorregulacdo e a invasdo nos tecidos do hospedeiro
(Basmaciyan et al., 2019; Cruz, 2023). No que tange a patogenicidade dessa espécie, a C.
albicans apresenta alta capacidade de formagdo de biofilmes, mecanismo facilitador de
adesdo da Candida em dispositivos médicos e nos tecidos do hospedeiro, e por sua vez podem
invadir a corrente sanguinea e causar candidemia. Ademais, na literatura cientifica ja se tem
conhecimento que essa espécie apresenta resisténcia contra derivados azois e equinocandinas
(Parente et al., 2024).

Dentre as espécies nao-albicans a C. glabrata ¢ a espécie mais prevalente dos isolados
da microbiota residente, de crescente relevancia médica devido alta nos casos de candidemia
em centros médicos nos EUA e na Europa, sendo mais frequente em adultos e relacionadas a
pacientes com tumores, transplantados e com cirurgia abdominal recente, apresentando altos
indices de mortalidade e resisténcia a antifiingicos (Silva ef al, 2022). A literatura aponta que
essa espécie mantém sua forma de blastoconidio no estado comensal e patogénico, sendo
incapaz de formar pseudo-hifas, além de ter habilidade de adaptacdo ao ambiente e
capacidade de formagao de biofilme, o que influencia na sua viruléncia (Cardoso, 2017). A
C. tropicalis € o segundo maior agente etiologico causador de candidiase invasiva na América
Latina, Asia e¢ India, tendo emergido nos twltimos anos com relevancia no ambito das
candidemias de origem hospitalar, acometendo pacientes com hemopatias, ¢ sua capacidade
de formacao de biofilme (Silva et al, 2022).

No que tange a C. parapsilosis, ¢ um microrganismo comumente encontrado na
microbiota tegumentar de profissionais da satde e esta relacionado as infec¢des exdgenas.
Cerca de 15-30% dos casos de candidemia no Brasil sdo causados por essa espécie, sendo
também predominantemente responsavel por candidemias na América Latina, Africa, Asia,
Europa e Austrilia, acometendo principalmente pacientes neonatos e pediatricos. E uma
levedura com capacidade de formacdo de biofilme e sua incidéncia estd diretamente
relacionada a presenca de Cateter Venoso Central (CVC) e nutricdo parenteral, a qual
favorece ambiente rico em glicose e lipidios (Cardoso, 2017). As infecgdes por C. krusei nao
sdo comuns, mas preocupa em demasia porque essa espécie costuma ser resistente aos azois e
a outros medicamentos antifungicos (Cruz, 2023).

Pfaller et al. (2010) realizaram o maior estudo de isolados de Candida concluido até o
momento e concluiram que a C. guilliermondii foi considerada a sexta principal causa de
candidiase invasiva, representando menos de 1% de Candida spp. isolada da corrente

sanguinea. Outros estudos demonstram diminuic¢ao da suscetibilidade de C. guilliermondii aos
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az6is em comparacdo com outras espécies de Candida e altas Concentracdes Inibitorias

Minima (CIMs) para equinocandinas (McHugh et al., 2024).

3.2 Fatores de patogenicidade e viruléncia de Candida spp.

E imprescindivel ressaltar que existem fatores que estdo diretamente relacionados ao
potencial patogénico da Candida spp., contribuindo para que este género de fungos
leveduriformes sejam uma das principais causas de infec¢des flingicas oportunistas associadas
aos cuidados de saude, podendo-se elencar: a capacidade de crescer a 37°C; o pleomorfismo,
haja vista que seu papel de variagdes adaptaveis por meio da habilidade de formagao de hifas
e pseudo-hifas ¢ imprescindivel nos processos iniciais de invasao de células epiteliais e causar
danos aos tecidos. A patogenicidade de Candida spp. também ¢ favorecida através da
expressdo dos fatores de viruléncia, uma vez que estes fatores relacionam-se diretamente a
sua capacidade de adesdo aos tecidos do hospedeiro e superficies, destacando-se os
dispositivos médicos; a capacidade de formacdo de biofilme e secrecdo de enzimas
hidroliticas, como: proteases, fosfolipases e hemolisinas. Logo, sdo estes os fatores de
viruléncia que agem mutuamente com as células do hospedeiro, causando as infec¢des por

Candida, as candidiases (Silva et al., 2022).

3.2.1 Produgao de Fosfolipases por Candida spp.

Nesse interim, ¢ valido ressaltar que o género Candida apresenta morfologia celular
caracteristica do Reino Fungi, a qual inclui uma parede celular composta por quitina, o
ergosterol e a membrana citoplasmatica fosfolipidica, formada por proteinas que t€ém agao
enzimatica, assim como as fosfolipases que hidrolisam lipidios dando origem aos
lisofosfolipideos que causam dano epitelial, o que facilita o processo de infeccdo, haja vista
que essa enzima se apresenta na superficie da levedura e na extremidade do tubo germinativo.
Essas leveduras em condigdes favoraveis de crescimento, com nutrientes especificos e
temperatura ideal, crescem exponencialmente em forma de blastoconidios e pseudo-hifas
(Rocha et al., 2021).

Martin et al. (2021) e Khan et al. (2020) descrevem quatro tipos de fosfolipases
produzidas por C. albicans, sendo elas classificadas como A, B, C e D, em que cada tipo tem
uma capacidade especifica na clivagem de uma ligacdo éster dos glicerofosfolipidios da

membrana celular. Concomitantemente, cepas que apresentam maior atividade enzimatica de
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fosfolipase mostram-se com uma maior aderéncia as células do hospedeiro, de tal forma

culminam em maior patogenicidade.

3.2.2 Biofilmes de Candida spp.

Biofilme caracteriza-se como uma comunidade microbiana estruturada cerceada por
uma matriz de Substancias Poliméricas Extracelulares (EPS), a qual apresenta caracteristicas
variadas fenotipicas, contendo ligacdo a um substrato de forma irreversivel. A literatura
aponta que os biofilmes de Candida apresentam uma complexa arquitetura com semelhangas
ao biofilme bacteriano. Essa comunidade microbiana apresenta uma caracteristica estrutural
de canais de agua, os quais sao desenvolvidos para que ocorra deslocamento de microcoldnias
pela matriz EPS, além de permitir a eliminacdo e afluxo de detritos e disseminagdo de
nutrientes e oxigénio a todas as leveduras do biofilme (Malinovska et al., 2023).

A formacao do biofilme de Candida ¢ influenciada pela natureza de contato, fatores
ambientais, morfogénese e pelas espécies de Candida, processo sequencial esse que leva em
torno de 24 a 48h. Estudos apontam que a formagdao e amadurecimento do biofilme de C.
albicans compreende a fase inicial que corresponde a adesdo de uma tnica célula de levedura
ao dispositivo de superficie, formando uma base para a camada de células. A fase
intermedidria/proliferacdo ¢ onde as células se projetam e ha construcdo da matriz
propriamente dita, com transmutacao dimorfica das leveduras para formagdo de hifas e
pseudo-hifas. A fase de maturacdo ha aumento de EPS da matriz, obtendo uma estrutura
tridimensional. Logo, um biofilme de Candida maduro constitui-se de uma densa rede de
leveduras, hifas e pseudo-hifas delimitada por uma matriz composta por 55% de uma
combinac¢do de glicoproteinas, 25% de carboidratos, 15% de lipidios e apenas 5% de acidos
nucleicos; fornecendo suporte estrutural e prote¢do contra antiflingicos e o sistema
imunoldgico do hospedeiro. A fase de dispersao diz respeito quando as células ndo aderentes
desprendem-se do biofilme para fixar-se em um local mais favoravel de crescimento, podendo
iniciar a formagao de novos biofilmes em outros sitios anatdmicos do hospedeiro (Ponde et
al.,2021; Atriwal et al., 2021; Cruz, 2023).

A C. albicans ¢ reconhecida como a espécie maior produtora de biofilme,
apresentando morfologia variada com blastoconideos, hifas septadas continuas e pseudo-hifas
nos tecidos do hospedeiro, ja& em superficies e dispositivos médicos apresenta uma
conformagcdo densa de leveduras cerceadas pela EPS. E vélido ressaltar que a glicose promove

a formacao de biofilmes, especialmente a C. parapsilosis e C. glabrata, que apresentam uma
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matriz composta principalmente por carboidratos e baixos niveis de proteinas, evidenciando
seu potencial patogé€nico nas infecgdes. Ao passo que a C. tropicalis apresenta baixo teor de
carboidratos e proteinas, o que lhes confere maior resisténcia ao desprendimento da superficie
do que os biofilmes formados por C. albicans (Cavalheiro; Teixeira, 2018).

Ademais, compreende-se que os microrganismos em biofilme agem diferentemente
das células em sua forma planctonica, isso impacta diretamente na resisténcia antimicrobiana.
Estudos apontam que as EPS tém propriedades que conferem resisténcia através da
desaceleragdo da entrada de antimicrobianos nas células de Candida, comportando-se como
uma barreira fisica que também absorve uma parte significativa dos farmacos, reduzindo a
concentragdo ideal que seria necessaria para atingir as células do biofilme. Outrossim, as
células de Candida realizam diferenciagdo celular o que finda em aparecimento de fendtipos
diferentes, além disso, tém potencial de regulacdo de expressdo génica, o que acaba por
conferir resisténcia a antifungicos. O ambiente em que o biofilme se encontra pode apresentar
um pH e potencial de oxirredugdo ndo favoraveis para atividade efetiva dos farmacos. A
combinagdo desses mecanismos ou at¢é mesmo em sua individualidade podem ocasionar

resisténcia antimicrobiana aos biofilmes de Candida (Ponde et al., 2021).

3.3 Candidiase Vulvovaginal

A Candidiase Vulvovaginal (CVV) ¢ uma infec¢do endogena caracterizada por uma
clinica de inflamacdo aguda da vulva e da mucosa vaginal, instigada pela exacerbacdo do
crescimento de leveduras do género Candida, sobretudo a espécie C. albicans, sendo
responsavel por 80 a 92% dos casos, em que o agente etiologico coloniza de forma
assintomatica as pacientes durante a vida reprodutiva, mas tende a se proliferar e reincidir em
diferentes condig¢des que possibilitem disbiose vaginal, resultante de fatores comportamentais,
gravidez, terapia de reposicdo hormonal, uso de contraceptivos orais contendo estrogénio e
uso de antibioticos (Yano et al., 2019; Brasil, 2022; Miao et al., 2023).

Conforme Kalia et al. (2020) a Candida sp. em sua forma leveduriforme ¢ comumente
encontrada em mulheres assintomaticas e o dimorfismo com formagao de hifas e pseudo-hifas
tém sido associado aos casos graves de CVV, concordando com o comensalismo da levedura e
a potencial de patogenicidade das hifas e pseudo-hifas. Além disso, observa-se um aumento
no isolamento e identificagao de espécies de Candida ndo-albicans como agentes etiologicos
da CVV. No que se refere aos fatores de viruléncia essas cepas dependem do sitio anatdmico e

do grau de invasao celular, assim como a resposta imunologica do hospedeiro que impactam
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diretamente no dano tecidual, haja vista as etapas da patogénese da CVYV, que vao desde a
adesdo, a invasao celular, a formacgao de biofilme até a secrecao de enzimas hidroliticas (Cruz,
2023).

De acordo com Cruz ef al. (2020) aproximadamente 70 % da populagdo feminina em
contexto mundial tera, pelo menos, um episédio de CVV durante a vida reprodutiva, sendo
considerada dentre as vulvovaginites a segunda maior causa de infec¢do no Brasil e Estados
Unidos, correspondendo a 39% dos casos. Ademais, cerca de 50% da populacdo feminina
saudavel possui Candida sp. colonizando a microbiota vaginal de forma assintomatica (Lima
et al., 2018), por essa razdo, ha possibilidade que esse indice seja maior devido a
subnotificagdo haja vista que a CVV ndo ¢ uma doencga de notificagdo compulséria e a
presenca dos casos assintomaticos (Benedict et al., 2022). No contexto de Brasil, estima-se
que 30% da populacdo feminina apresentem colonizagdo por Candida spp. no microbioma
vaginal (Luz et al., 2022).

Candida spp. fazem parte do microbioma vaginal, todavia, trata-se de um
microorganismo oportunista que a depender do estado imune do hospedeiro causa infecgao,
sendo a CVV um quadro clinico relevante, haja vista o desconforto da sintomatologia, que
incluem: leucorréia, prurido, alteracdo do pH vaginal, edema, hiperemia, dispareunia e
distria; além dos casos de Candidiase Vulvovaginal Recorrente (CVVR), caracterizada por
quatro ou mais episodios sintomaticos em um ano (Cruz et al., 2020).

Por conseguinte, ¢ valido ressaltar que estudos mostram que o aumento da atividade
estrogénica, evidenciado durante a fase ovulatoria do ciclo menstrual, promove o acimulo de
glicogénio epitelial, em que este na sua forma livre pode exceder os niveis de glicose em
aproximadamente 10 vezes na microbiota vaginal, oportunizando ambiente favoravel de
crescimento de Candida sp. (Miao et al., 2023). Miramoén e Lorenz (2017) sugerem a hipotese
de que exacerbados niveis de glicogénio na regido vulvovaginal podem impactar
consideravelmente na sobrevivéncia da C. albicans, logo, colonizacdo da mucosa vaginal e
promocao de um quadro de CVV. Além das enfermidades a nivel de mucosas, a C. albicans
também pode ocasionar casos de candidemia potencialmente fatal, haja vista a disseminagao
sistémica, podendo colonizar outros sistemas e oOrgdos e adaptar-se a disponibilidades de
nutrientes, incluindo o proprio glicogénio, essa condigdo clinica ¢ influenciada pela resposta
imunologica do paciente, a qual determinard o tipo e extensdo da infeccdo causada pela

Candida sp. (Peixoto et al., 2014).
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4 METODO

4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo e analitico com abordagem quantitativa. Descritivo
pois visa determinar a distribui¢do de doengas ou condigdes relacionadas a satide de uma
populagdo de acordo com o tempo, lugar e caracteristica dos individuos e para isso, podem ser
utilizados dados primdrios ou secundérios (Polit; Beck, 2018). Nos estudos quantitativos ¢
utilizada andlise estatistica para que as informagdes encontradas resultem em dados de
formato numérico. A observacdo da relagdo entre varidveis, possibilitando a realiza¢do da
inferéncia, ou seja, concluir algo com base em informagdes limitadas, principalmente quando
se tem uma amostra representativa da populacao faz referéncia ao estudo analitico (Machado,

2023).

4.2 Local e periodo do estudo

Este estudo foi realizado no Centro de Estudos em Microbiologia (CEMIC) da
Universidade da Integragdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), Reden¢ao
- Ceara, e no Nucleo de Estudos em Microscopia e Processamentos de Imagem (NEMPI) do
Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Ceara (UFC), Fortaleza - Ceara. As

atividades foram realizadas no recorte temporal de 2023 a 2025.

4.3 Cepas utilizadas

Foram utilizadas cepas de Candida spp., isoladas da microbiota vaginal de mulheres
saudaveis e com manifestagcdes clinicas semelhantes a candidiase vulvovaginal e/ou outra
enfermidade genital, que sdo acompanhadas no Centro de Atengdo Integrada a Saude (CAIS)
da UNILAB, localizado no municipio de Redengao-Ce, correspondendo a um total de 19
cepas. As mesmas foram devidamente isoladas e identificadas, e mantidas em temperatura
ambiente até o momento de sua utilizagdo para realizacdo dos testes, bem como foram
estocadas em solugdo salina 0,9% a 4°C e em caldo nutriente enriquecido com 10% de
glicerol a -20°C, na Micoteca do CEMIC, laboratério de microbiologia da UNILAB, para

ensaios futuros.
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As amostras foram obtidas durante um estudo realizado paralelamente e em parceria a
este, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNILAB conforme protocolo do
Certificado de Apresentacio de Apreciagio Etica (CAAE): 74251623.3.0000.5576 e sob

numero do parecer: 6.434.571.

4.4 Procedimentos laboratoriais para isolamento e identificacio de leveduras

4.4.1 Isolamento

As cepas foram isoladas a partir de swabs estéreis, utilizados para coleta de secregdo
vulvovaginal durante o exame papanicolau, posteriormente em ambiente laboratorial as
amostras foram semeadas em placas de petri contendo Sabouraud Dextrose Agar (SDA), as
quais foram incubadas a uma temperatura de 37°C por 24h na estufa bacterioldgica para

realizacdo da leitura.

4.4.1.1 Macroscopia das colonias em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

As colonias de Candida spp. possuem variacdes nas suas caracteristicas
macroscopicas quanto a cor e textura. Em geral sua morfologia macroscopicamente ¢
caracterizada por consisténcia cremosa, brilhantes ou opacas, com coloragdo branca a creme,
com excecdo a C. krusei que apresenta-se com textura rugosa. As colonias t€ém formato

circular e suas bordas podem variar entre regular e irregular (Silva et al., 2021).

4.4.2 Microscopia optica

As amostras coletadas também foram submetidas ao exame direto por meio da
coloragdo de Gram, em que primeiramente a 1dmina com o material bioldgico foi submetido a
coloracdo primaria com cristal violeta durante 1 minuto, ap6s esse curto periodo de tempo a
lamina ¢ lavada com agua destilada, e o esfregago € recoberto com lugol, um mordente com o
fito de aumentar a afinidade da coloracdo com a amostra, passado-se 1 minuto a lamina ¢
lavada novamente com 4gua destilada, em seguida ¢ lavada com alcool absoluto e agua
destilada em seguida sem espacamento de tempo, por fim essa amostra é corada com
safranina por 30 segundo e lavada com agua destilada (Tortora, 2024).

A observagdo se da através do microscopio Optico na objetiva de 100X com o auxilio

do 6leo de imersdo. As células de Candida spp. podem variar de 5 a 8 mm de didmetro, sendo

de formato arredondadas, ovais ou alongadas, com uma parede celular delgada que se
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multiplica por brotamento, de modo que a célula-mae origina uma gémula, o blastoconidio.
Uma vez liberados, formam células independentes ou continuam unidas, formando células
alongadas (pseudo-hifas) que se diferenciam de células verdadeiras (hifas) por apresentarem

constri¢des nos septos (Silva et al., 2021).

4.4.3 Meio cromogénico CHROMagar™ Candida

O CHROMagar™ Candida ¢ um meio de cultura cromogénico seletivo destinado a
detec¢do qualitativa direta, diferenciacdo e identificagdo presuntiva de espécies de Candida, a
partir da pigmentagdo das colonias que cada espécie de Candida produz. Primeiramente, o pd
do meio CHROMagar™ Candida foi pesado na balanca de precisdo até atingir 47,7 g e foi
reconstituido em 1.000 mL de 4gua destilada, posteriormente foi homogeneizado e aquecido
em um microondas em ciclos de 15 segundos com agitagdo constante entre os intervalos dos
ciclos de aquecimento, até¢ atingir a temperatura de 100°C, assegurando a completa
solubilizacdo dos componentes. O processo de autoclavagem nao foi utilizado devido a
termossensibilidade do meio e possiveis perdas das suas propriedades cromogénicas a
exposicao de altas temperaturas e pressoes (Pinheiro, 2025).

Subsequente ao preparo o meio foi vertido em placas de Petri, previamente
autoclavadas, e deixado solidificar a temperatura ambiente na cabine de fluxo laminar a qual
proporciona ambiente controlado a fim de evitar contaminacdo do meio. As placas foram
armazenadas sob refrigeracdo (2-8°C) e preservadas da luz com a utilizagdo de papel
aluminio, com o fito de conservar a estabilidade dos cromdéforos que compdoem o meio. Logo
apos, as cepas isoladas foram inoculadas nas placas e incubadas a 37°C durante 48 horas na
estufa bacteriologica (Pinheiro, 2025). Apdés o periodo de incubacdo, as culturas foram
avaliadas quanto sua morfologia e coloragio conforme os padrdoes cromogénicos

estabelecidos para auxiliar na identificagdo presuntiva das espécies de Candida (Quadro 1) .

Quadro 1. Aspectos morfoldgicos e cromaticos das colonias de Candida spp. cultivadas em

meio CHROmagar™ Candida.

Espécie Caracteristicas da colonia e pigmento
Candida albicans Aspecto liso de coloragdo verde
Candida tropicalis Aspecto liso de coloragdo azul metélico
Candida glabrata, Candida kefyr Aspecto liso de coloragdo malva a marrom
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Candida krusei Aspecto rugoso e borda indefinida de coloracao rosa

Outras espécies Aspecto liso de coloragdo braco a malva
Fonte: CHROMagar™, 2021.

4.4.4 Microcultivo em Agar Fuba com Tween 80

A avaliacdo micromorfoldgica a partir do microcultivo foi realizada apenas com as
cepas que ndo foi possivel identificar a espécie com o meio cromogénico CHROMagar™
Candida. Consonante a isso, foi preparado o meio de cultura Agar Fuba com Tween 80
conforme a metodologia descrita por Sidrim e Rocha (2004), em que o preparo consiste em
pesar na balanca de precisio 40 g de Fuba de Milho, 20 g de Agar Bacteriologico e 12 mL de
Tween 80 reconstituidos em 1.000 mL de agua destilada. Dissolvendo o fuba em 500 mL de
agua destilada em banho-maria por 40 minutos e apds esse tempo de fervura restituir o
volume inicial, deixar esfriar e filtrar através de gazes e algoddo. Em outro frasco dissolver o
agar com os 500 mL de 4gua restante, levando ao microondas de 15 em 15 minutos até
homogeneizar por completo, por fim, misturar o agar dissolvido com o fuba e acrescentar o
Tween 80.

Posteriormente o meio foi esterilizado por 15 minutos a temperatura de 120°C na
autoclave, logo apos esse processo foi vertido nas placas de Petri dentro da cabine de fluxo
laminar. Apos a solidificagao do meio de cultura foi realizado o estriamento das amostras, que
foram cobertos com laminula previamente esterilizada e incubada as placas a 30°C durante
48-96 horas. Sendo a leitura realizada apos esse periodo de incubagdo por meio do
microscopio Optico, com as objetivas de 10X e 40X, a fim de detectar as estruturas

caracteristicas das espécies de Candida (Figura 1).

Figura 1. Placa de Petri com meio de cultura Agar Fuba com Tween 80 a qual foi incubado
trés cepas diferentes para realizagdo da prova de microcultivo a fim de observar ao

microscopio Optico as estruturas micromorfoldgicas das espécies de Candida e identifica-las.
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Fonte: Autor, 2025.

Conforme Pinheiro (2025) o composto Tween 80 (poliéster 80 de monooleato de
sorbitano ou polissorbato) ¢ adicionado no preparo deste meio de cultura Agar Fub4, pois,
diminui a tensdo superficial do meio pelo seu poder emulsificante e cria um ambiente hostil
que inibe a multiplicacdo exagerada de células, além de estimular o crescimento de hifas,
favorecendo também a producdo de clamidosporos, o que facilita a leitura da lamina a partir
das estruturas micromorfoldgicas, em que pode-se identificar a C. albicans pela presenca de
clamidoconidio e blastoconidios em cacho, C. tropicalis pela presenga de blastoconidios em
cadeias simples ou ramificadas, C. krusei pela presenga de blastoconidios alongados
agrupados nas constricoes do pseudomicélio, C. glabrata pela presenga de pequenos
blastoconidios, a C. parapsilosis pela presenga de células gigantes e pseudo-hifas curvas e
finas; e a C. guilliermondii pela presenca do pseudomicélio muito fino e blastoconidios nas

constricdes do pseudomicélio (Sidrim; Rocha, 2004).
4.5 Procedimentos laboratoriais para analise viruléncia e perfil de patogenicidade
4.5.1 Producao de Fosfolipases
A avaliagdo da produgdo de fosfolipases se deu através do protocolo descrito por
Price, Wilkinson e Gentry (1982), cujo meio agar gema de ovo era composto por: SDA 2%,

suplementado com 1 mol/L de cloreto de sodio (NaCl), 0,05 mol/L de cloreto de célcio

(CaCl,) e 8% de uma emulsdo de gema de ovo estéril a 30%. A uma temperatura de 50°C a
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emulsdo de agua destilada estéril e gema de ovo foi incorporada ao meio SDA + NaCl +
CaCl, previamente esterilizado. Em seguida o meio foi vertido em placas de Petri estéreis as
quais foram mantidas sob refrigeragao até o momento de uso. Ap6s 24h de crescimento e
incubacdo a 37°C das cepas de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e
Candida guilliermondii em SDA os indculos foram preparados em solugdo salina estéril até
atingir uma concentragdo final de quatro na escala de McFarland. Discos de papel filtro
esterilizado de aproximadamente Smm foram depositados nas placas contendo meio agar
gema de ovo e cinco microlitros de cada indculo foram pipetados sobre os discos. As placas
foram incubadas por 7 dias a 35°C, e a atividade da enzima fosfolipase (Pz) determinada apos
esse periodo através do célculo para obter a razdo entre o didmetro da colonia fungica e o
diametro total (colonia + halo da zona de precipitacao) (Figura 2). Pz=1 indicard que os
isolados ndo produzem fosfolipases; quando 1> Pz > 0,64 a cepa foi considerada produtora; e

Pz < 0,64 indicaré forte producado (Sidrim et al., 2010).

Figura 2. Placa de Petri com Agar Gema de Ovo o qual foi inoculado uma cepa de Candida
sp. € ap6s incubagdo de 7 dias a 35°C observa-se formacdo da zona de precipitacdo

circuncidando a colonia de Candida sp., indicado atividade enzimdtica de fosfolipase.

Fonte: Autor, 2025.

4.5.2 Biofilme

A verificacdo da formagdo dos biofilmes das cepas de Candida spp. isoladas foi

realizada de acordo com Alves et al. (2023), em que, um total de 100 uL do indculo de cada
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cepa foi transferido para cada poco de microplacas de 96 pogos, juntamente com 100 pL de
RPMI-1640 e incubado por 48 h a 37 °C. Os experimentos foram realizados em triplicata e
pocos contendo apenas RPMI-1640 sem ino6culo foram usados como controle negativo. Apos
o periodo de incubagdo, a biomassa do biofilme foi analisada mediante o ensaio de cristal
violeta (CV) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Desse modo, o sobrenadante foi aspirado
e os pogos lavados por duas vezes com 200 puL de Solugdo Salina Tamponada com Fosfato
(PBS) 0,1 M, pH = 7,2, sendo essa solucao isotonica ideal para garantir estabilidade das
amostras e reprodutibilidade dos resultados. Posteriormente, foi utilizado em metanol 100%
(v/v), 200 pL/pogo, por 20 minutos para fixacdo do biofilme. Depois da secagem, novamente
foi aspirado o sobrenadante e 200 pL de CV aquoso a 1% (v/v) foram adicionados em cada
poco. Passado-se 5 minutos, a solucdo corante foi devidamente aspirada e os pocos
posteriormente lavados com agua destilada estéril duas vezes. Apds este passo, 200 pL de
uma solugdo de acido acético a 33% foram adicionados em cada pogo e de imediato foram
transferidos para uma outra placa de 96 pogos. Por fim, as placas foram lidas a 570 nm
(FLUOStar Omega Plate Reader, BMG LABTECH, Ortenberg, Germany) (Rodrigues et al.,
2018). A densidade optica de corte (DOc) para o ensaio de formagao do biofilme foi definida
como trés desvios padrdes acima da média da DO do controle negativo. As cepas foram
classificadas como: ndo produtora de biofilme (DO < DOc), produtora fraca (DOc < DO < 2x
DOc), produtora moderada (2x DOc < DO < 4x DOc) e forte produtora (4x DOc < DO)
(Rodrigues et al., 2017).

4.7 Analise estatistica

Em primazia foi utilizada a estatistica descritiva, a qual objetiva a sintese e descri¢ao
dos dados quantitativos. Desse modo, foi aplicado medida de distribui¢ao por frequéncia, haja
vista que impde ordem aos valores numéricos. Ademais, empregou-se medidas de tendéncia
central, através da média aritmética e mediana, bem como medida de dispersao retratado pelo
desvio padrao, indice de variabilidade o qual identifica a média de quantidade de desvio dos
valores em relacdo a média aritmética (Polit; Beck, 2018), no software Google Sheets. Para
avaliar a capacidade de formac¢do do biofilme por Candida spp. aplicou-se o teste ANOVA,

no programa estatistico GraphPad Prism 10.
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5 RESULTADOS
5.1 Identificacao das espécies de Candida

O Quadro 2 lista a relacdo das cepas isoladas e identificadas no estudo, organizadas
por seus respectivos codigos de identificacdo e pela classificacdo taxondmica em nivel de

espécie correspondente.

Quadro 2. Cepas de Candida spp. isoladas e identificadas a partir da microbiota vaginal de

mulheres saudaveis e com manifestagdes clinicas semelhantes a candidiase vulvovaginal e/ou

outra enfermidade genital.

Origem das Cepas
- Espécie
Microbiota Vaginal

V049/2023 Candida tropicalis
V053/2023 Candida glabrata
V059/2023 Candida albicans
V004/2024 Candida albicans
V005/2024 Candida parapsilosis
V006/2024 Candida guilliermondii
V013/2024 Candida tropicalis
V016/2024 Candida tropicalis
V018/2024 Candida albicans
V019/2024 Candida albicans
V020/2024 Candida albicans
V021/2024 Candida albicans
V023/2024 Candida albicans
V025/2024 Candida albicans
V027/2024 Candida albicans
V034/2024 Candida albicans
V035/2024 Candida albicans
V044/2024 Candida albicans
V046/2024 Candida albicans

"Nota: V - Amostra de Candida sp. isolada da microbiota vaginal.
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Nesse interim, mediante o total de 19 cepas isoladas da microbiota vaginal de
mulheres, pode-se inferir estatisticamente por meio da frequéncia absoluta e relativa que as
espécies foram categorizadas por percentual de maior a menor prevaléncia, sendo
respectivamente 68,4% (n=13) dos isolados sdo C. albicans, 15,8% (n=3) C. tropicalis, 5,3%
(n=1) C. glabrata, 5,3% (n=1) C. parapsilosis e 5,3% (n=1) C. guilliermondii (Grafico 1).

Grafico 1. Distribui¢do das espécies de Candida isoladas e identificadas a partir dos testes

com CHROMagar™ Candida e Microcultivo.

Candida guilliermondii

Candida parapsilosis

Candida glabrata

Candida tropicalis

Candida albicans

Fonte: Autor, 2025.

Dito isso, nas coletas que ocorreram entre 2023 e 2024 com mulheres saudaveis e com
manifestagdes clinicas semelhantes a CVV e/ou outra enfermidade genital no CAIS, foram
isoladas 19 amostras da mucosa vaginal dessas pacientes, sendo a prevaléncia maior para C.
albicans 68,4% (n=13), que segundo Carvalho et al. (2021) ¢ a principal espécie nos casos de
CVV nao complicada; e C. tropicalis 15,8% (n=3) (Figura 3). E as menos frequentes,
apresentando a representatividade de um tUnico isolado C. glabrata 5,3% (n=1), que segundo
Carvalho ef al. (2021) ¢ a principal espécie nos casos de CVV complicada, estando também
associada aos casos de CVVR (Figura 4); C. parapsilosis 5,3% (n=1) (Figura 5) e C.
guilliermondii 5,3% (n=1) (Figura 6).
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Figura 3. Candida tropicalis (azul) e Candida albicans (verde) cultivadas em meio

cromogénico CHROMagar™ Candida apos 48 horas de crescimento a 37°C.

Figura 4. Candida glabrata ap6s crescimento de 96 horas a 37°C em meio de cultura Agar

Fuba com Tween &0.

Fonte: Autor, 2025.
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Figura 5. Candida parapsilosis ap6s crescimento de 96 horas a 37°C em meio de cultura

Agar Fuba com Tween 80.

Fonte: Autor, 2025.

Figura 6. Candida guilliermondii ap6s crescimento de 96 horas a 37°C em meio de cultura

Agar Fuba com Tween 80.
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5.2 Fator de viruléncia a partir da formacao de Fosfolipase

Outrossim, dentre as cepas estudadas, pode-se concluir que 14 sdo produtoras da
enzima fosfolipase, sendo oito classificadas como fortes produtoras. As cepas de Candida
parapsilosis e Candida guilliermondii ndo foram capazes de produzir fosfolipase. As cepas de
C. albicans estdo em maior quantidade e todas elas foram classificadas como produtoras de

fosfolipase, devido sua capacidade de producao da enzima (Tabela 1; Figura 7).

Tabela 1. Producdo da enzima fosfolipase por Candida spp. isoladas a partir da microbiota
vaginal de mulheres saudaveis e com manifestacdes clinicas semelhantes a candidiase

vulvovaginal e/ou outra enfermidade genital.

Frequéncia
Cepas Nao Produtora Produtora Forte Produtora
N (%) N (%) N (%)
Candida albicans 0 6 (37,5%) 7 (43,75%)
Candida glabrata 0 0 1 (6,25%)
Candida parapsilosis 1 (6,25%) 0 0
Candida guilliermondii 1 (6,25%) 0 0

Figura 7. Formacdo de halo (zona de precipitacdo) em torno da coldnia de Candida sp.

indicando atividade enzimatica da fosfolipase de cada cepa.

Fonte: Autor, 2025.



39

5.3 Fator de patogenicidade a partir da formacao de Biofilme

No que tange a formagao de biomassa de biofilme de Candida spp. utilizou-se como
DOc a cepa de referéncia de Candida albicans (ATCC 10231), reconhecida como forte
formadora de biofilme, a fim de comparar com as cepas testadas neste estudo para
determinagdo da capacidade de formagdo de biofilme de cada cepa. Pode-se observar que
todas essas espécies de Candida sao formadoras de biofilme, sendo as cepas de C.
guilliermondii V006/2024 e C. albicans V021/2024 e V035/2024 as que apresentaram maior
capacidade de formagdo de biofilme, com destaque para a cepa C. guilliermondii V006/2024
que se apresentou como a mais forte formadora de biofilme, com valores de absorbancia e DO

maiores que a referéncia (Grafico 2).

Grafico 2. Producdo de biomassa de biofilme in vitro de isolados da microbiota vaginal de
mulheres saudaveis e com manifestagdes clinicas semelhantes a candidiase vulvovaginal e/ou

outra enfermidade genital. Teste estatistico ANOVA, GraphPad Prism. Valor de p < 0,05.

4,
C. albicans
C. tropicalis
3,
C. glabrata

C. parapsilosis

700Nl

C. guilliermondii

Densidade ()ptica (DO)
i

07
Noax Ak A A a4 a4 A A A A X A X A
I I I I I I I IS I I I
S O S R R O R KOS O
CFEELEROROPF SRR D
&(_) N E PO PRI OTITL
?v

Biomassa de Biofilme de Candida sp.

Nota: A biomassa do biofilme foi quantificada por meio de coloracdo com cristal violeta (DO570) ap6s 48h de
incubagdo. As barras coloridas representam a biomassa do biofilme de cada cepa, cada valor ¢ a média de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. As barras de erro representam a média ¢ o desvio padrdo
em comparag@o com o biofilme formado pela cepa de referéncia (C. albicans ATCC 10231).

O grafico 3 traz a representacao da média de producao de biofilme, ao comparar entre
as espécies de Candida qual delas obteve maior capacidade de formacdo de biomassa de
biofilme. Logo, obteve-se a C. guilliermondii como maior formadora de biofilme, seguido da
C. glabrata, a C. albicans em terceira colocacdo, em seguida a C. tropicalis e por tltimo a C.
parapsilosis. Ademais, essas médias apresentaram diferengas estatisticas significativas com p

<0,05.
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Grafico 3. Média da producdo de biofilme in vitro (Abs/cm?) de cada espécie de Candida.
Teste estatistico ANOVA, GraphPad Prism. Valor de p <0,05.
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Nota: As barras coloridas representam a média do biofilme (Abs/cm2 ), quantificado por meio de coloragdo com
cristal violeta (DO570) ap6s 48h de incubagdo. Cada valor corresponde a média de trés experimentos
independentes realizados em triplicata.
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6 DISCUSSAO

O género Candida inclui cerca de 150 espécies e algumas delas fazem parte da
microbiota residente, colonizando de forma assintomatica diversos sitios anatomicos. A CVV
¢ uma infeccdo enddgena caracterizada justamente pela exacerbacdo do crescimento de
leveduras do género Candida. Logo, a importancia deste estudo fundamenta-se em virtude da
CVYV ser uma condi¢do frequente entre o publico feminino e o diagnostico ser realizado pela
correlagdo clinica dos sinais e sintomas referidos, associado aos achados nos exames
laboratoriais.

Ademais, o ato de levar o diagnodstico de CVV para a bancada laboratorial ¢ de suma
importancia, pois utilizando os testes laboratoriais juntamente da clinica do paciente t€m-se o
padrao ouro de diagnostico, levando robustez para o atendimento ambulatorial de ginecologia,
além de comprovar qual espécie ¢ mais incidente dentre a populacdo atendida, cujo os
achados sdo cruciais para dados epidemioldgicos da regido. Desse modo, pode-se observar
que o percentual de C. albicans (68,4%) chegou bem proximo do proposto por Cruz et al.
(2020) que discorre que aproximadamente 70% da populagdo feminina terd CVYV, pelo menos
uma vez durante a vida reprodutiva, corroborando com a literatura atual.

Além disso, duas das cepas de C. albicans V021/2024 ¢ V035/2024 apresentaram-se
como fortes formadoras de biofilme em comparagao a cepa de referéncia de Candida albicans
ATCC 10231, reconhecida como forte formadora de biofilme; estes dados levantam um
questionamento critico a respeito de tratamento bem-sucedido de pacientes com CVV e
CVVR, haja vista que cepas de C. albicans apresentam na literatura alta capacidade de
formagdo de biofilme e elevadas taxas de resisténcia antimicrobiana (Alves et al., 2023).
Estas mesmas cepas apresentam capacidade de formagao da enzima fosfolipase, a V021/2024
obteve um Pz de 0,5 mm, indicando-a como forte formadora de fosfolipase, e a V035/2024
obteve um Pz 0,72 mm, caracterizando-a como formadora de fosfolipase. A enzima
fosfolipase vai agir na célula do hospedeiro clivando as ligacdes de éster dos
glicerofosfolipidios da membrana celular causando o dano celular, sendo este o fator de
viruléncia que confere maior aderéncia as células do hospedeiro, de tal forma culminam em
maior patogenicidade (Martin et al., 2021; Khan et al., 2020).

Concomitantemente, ¢ valido ressaltar que todas as cepas de C. albicans deste estudo
foram capazes de produzir fosfolipase, espécie essa que também obteve maior percentual de
isolamento de Candida na populagdo estudada. Dentre elas seis (37,5%) cepas

apresentaram-se como formadoras de fosfolipase e sete (43,75%) como fortes formadoras,
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esse dado ¢ surpreendente, pois, ¢ um fator de viruléncia que confere maior patogenicidade a
Candida, ocasionando maior dano ao hospedeiro. Ademais, observar esse indice de totalidade
dentre as cepas de C. albicans isoladas causa uma reflexdo critica sobre a capacidade dessas
cepas de causarem danos a populacdo feminina, oportunizando resisténcia ao tratamento
antimicrobiano e casos de CVVR.

Salienta-se a importancia da identificacdo da espécie de Candida para método
diagnostico mais preciso, bem como seria interessante o estudo de seu fatores de viruléncia e
patogenicidade, para uma prescri¢cdo correta e assertiva do tratamento medicamentoso com os
antifingicos, uma vez que este estudo apresentou que os todos os isolados sao formadores de
biofilme, algumas cepas com alta capacidade de formagdo como a C. guilliermondii
V006/2024 que apresentou maior formacao de biofilme e outras com baixa capacidade de
forma¢do como a C. albicans V004/2024, que apresentou a menor formacao de biofilme.
Quando observado as médias de formacdo de biofilme por cada espécie de Candida, a C.
guilliermondii manteve-se com maior média seguido da C. glabrata, C. albicans, C. tropicalis
e a menor média foi da C. parapsilosis. Evidenciando a caracteristica crescente entre as
espécies ndo-albicans como leveduras potencialmente patogénicas, associadas a um aumento
da morbidade e mortalidade global e utilizacdo empirica de antiflingicos, esta utilizagao
correlaciona-se com o incremento de resisténcias nas espécies de Candida nao-albicans
(Ferreira, 2024). Desse modo, podem ocorrer modulacdes na expressao génica da Candida
sp., que ao realizar a diferenciacdo celular resulta em aparecimento de novos fenotipos o que
possibilita a resisténcia a antifungicos (Ponde et al., 2021).

Esses dados também mostram a variabilidade dos biofilmes entre as espécies de
Candida e entre microrganismos da mesma espécie, o que corrobora com a literatura, haja
vista que a formagao e arquitetura do biofilme ¢ um conjunto de caracteristicas que favorecem
ou ndo seu desenvolvimento, como: temperatura de crescimento adequada, a natureza quimica
da superficie bidtica ou abidtica onde estd inserido, o pH do ambiente, a percentual de
composi¢do da EPS, estado imunologico do hospedeiro, a nutricdo que o meio onde esta
inserido oferece, haja vista que um ambiente rico em glicose promove a formagdo de
biofilme. Nesse contexto, Miao et al. (2023) discute sobre o acimulo de glicogénio epitelial
na fase ovulatéria do ciclo menstrual e quando ocorre a glicogenolise ha um aumento
aproximadamente 10 vezes maior de glicose na mucosa vaginal, o que favorece a colonizagao
por Candida sp.

Os achados na formagéo de biomassa de biofilme da C. parapsilosis (0,56 Abs/cm? [1
0,27) e C. glabrata (0,86 Abs/cm? [1 0,34) apesar de terem sido classificada como fracas
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produtoras de biofilme corroboram com Cavalheiro e Teixeira (2018) e Miao et al. (2023),
haja vista que a mucosa vaginal de onde elas foram isoladas € rica em glicose, carboidrato
esse que promove a formagdo de biofilmes, especialmente das espécies supracitadas, estas
mesmas que apresentam uma matriz EPS composta principalmente por carboidratos,
comprovando seu potencial patogénico.

Destarte, pesquisar sobre o género Candida e realizar achados como estes mostram a
relevancia de compreender sobre a epidemiologia do local e da populacdo estudada,
compreender como tém se comportado a incidéncia e prevaléncia das espécies de Candida
nos casos de CVV e CVVR, compreender sobre os fatores de viruléncia e patogenicidade

desses microrganismos e com impactam na microbiota do hospedeiro.
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7 CONCLUSOES

Dessarte, a partir dos resultados obtidos e supracitados, ¢ possivel concluir que:

e Todas as cepas foram identificadas quanto a espécie de Candida, dialogando com a

literatura, onde 68,4% dos isolados foram causadas pela C. albicans;

e Dentre as cepas de Candida spp. estudadas, a maioria destas foi considerada produtora
de fosfolipase, mas a Candida parapsilosis e a Candida guilliermondii nao foram

capazes de produzir fosfolipase;

e Todas essas espécies de Candida sao formadoras de biofilme, com destaque para a

espécie C. guilliermondii que se apresentou como a mais forte formadora de biofilme.
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