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RESUMO 

 

Pseudomonas aeruginosa e Candida spp. são patógenos formadores de biofilme 

comumente encontrados colonizando cateteres venosos centrais e aparelhos de ventilação 

mecânica, estando associados principalmente a casos de pneumonia e infecção da corrente 

sanguínea. A co-infecção por esses agentes apresenta maiores taxas de mortalidade quando 

comparada às causadas por uma única espécie microbiana. Portanto, torna-se crucial analisar 

as suas interações e estratégias de tratamento. Neste trabalho foi padronizado um protocolo 

para estudar a formação “in vitro” de biofilmes mistos de P. aeruginosa com Candida spp. e 

posteriormente a ação dos antimicrobianos Caspofungina, Micafungina, Anfotericina B e 

Polimixina B foi avaliada tanto para células planctônicas de cada micro-organismo quanto em 

biofilmes mono- e polimicrobianos. A biomassa dos biofilmes foi quantificada pela coloração 

com cristal violeta (CV) a 590 nm. Além disso, os biofilmes foram raspados e as células 

aderentes foram ressuspendidas em PBS, diluídas e plaqueadas para a determinação da 

unidade formadora de colônia (UFC). No presente estudo,a anfotericina B apresenta excelente 

ação sobre células planctônicas e pouca ação antibiofilme polimicrobiano; entretanto, o 

antibiótico Polimixina B foi eficaz em reduzir de forma significativa a biomassa e a 

viabilidade dos biofilmes e apresentou ação sobre a viabilidade de Candida spp. em biofilme, 

em concentrações maiores ou iguais a 8 µg/mL. Caspofungina e Micafungina mostraram ter 

efeito para células planctônicas e células de biofilme de Candida spp. e de P. aeruginosa. Em 

biofilmes mistos a Caspofungina reduziu de maneira dose-dependente o número de UFC de 

Candida spp. em até 5 Log e em até 2 Log o número de UFC de P. aeruginosa, permitindo 

afirmar que esse antifúngico possui efeito na redução de biofilmes polimicrobianos de 

Candida spp. e P. aeruginosa. Resultados semelhantes foram encontrados no tratamento com 

Micafungina. As equinocandinas demonstraram potencial efeito em desorganizar a estrutura 

do biofilme, reduzindo a sua biomassa total e a viabilidade celular fúngica e bacteriana no 

interior dos biofilmes, comprovando seu efeito antibiofilme. Esses achados permitem sugerir 

que as equinocandinas podem ser utilizadas como uma alternativa no tratamento de infecções 

polimicrobianas envolvendo bactérias e fungos. No entanto, para fins de aplicação na 

terapêutica clínica, serão necessários testes adicionais “in vitro” e “in vivo” para avançar os 

resultados aqui encontrados e definir as concentrações antimicrobianas, bem como a duração 

do tratamento e formas de administração necessárias para o tratamento das infecções causadas 

por biofilmes polimicrobianos. 

 



 
 

 

ABSTRACT 

Pseudomonas aeruginosa and Candida spp. are biofilm-forming pathogens commonly 

found colonizing central venous catheters and mechanical ventilation devices, being 

associated mainly with cases of pneumonia and bloodstream infection. The co-infection by 

these agents presents higher mortality rates when compared to those caused by a single 

microbial species. Therefore, it is crucial to analyze their interactions. A protocol was used to 

study the in vitro formation of mixed biofilms of Pseudomonas aeruginosa with Candida spp. 

and the effect of the Caspofungin, Micafungin, Amphotericin B and Polimixin was evaluated 

both for planktonic cells as well as in mono and polymicrobial biofilms. Biofilm biomass was 

quantified by crystal violet (CV) at 590 nm. In addition, the biofilms were scraped and the 

adherent cells were resuspended in PBS, diluted and plated for determination of cell viability. 

In the present study, Caspofungin and Micafungin showed to have an effect on planktonic 

cells and P. aeruginosa biofilm cells. In mixed biofilms, Caspofunina dose-dependently 

reduced the number of CFUs in Candida spp. in up to 5 Log and up to 2 Log the number of 

UFC P. aeruginosa, allowing to affirm that this antifungal has an effect on the reduction of 

polymicrobial biofilms of Candida spp. and P. aeruginosa. Similar results were found in 

treatment with Micafungin. These findings suggest that echinocandins, especially 

Caspofungin and Micafungin, may be used as an alternative in the treatment of polymicrobial 

infections involving bacteria and fungi. In addition, the antibiotic Polimixin B was effective 

in significantly reducing biomass and biofilm viability and presented action on the viability of 

Candida spp. in biofilms at concentrations greater than or equal to 8 μg / mL. Caspofungin 

and Micafungin demonstrated a potential effect on disorganizing the biofilm structure, 

reducing its biomass and the fungal and bacterial cellular viability within the biofilms, 

proving its anti-biofilm effect. However, for the purposes of clinical therapy, additional "in 

vitro" and "in vivo" tests will be required to advance the results found herein and to define 

antimicrobial concentrations as well as the duration of treatment and administration forms 

required for the treatment of infections caused by polymicrobial biofilms. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os micro-organismos desempenham importante papel ecológico na manutenção do 

equilíbrio ambiental. Estudos têm demonstrado também a participação e benefício dos micro-

organismos no desenvolvimento do sistema imunológico e do sistema nervoso, além de serem 

indispensáveis em diversos eventos metabólicos dos seres humanos (GAUFIN; TOBIN; 

ALDROVANDI, 2018). Porém, algumas espécies de fungos e bactérias podem ser 

prejudiciais ao indivíduo, causando doenças graves. Por isso, inibir o crescimento de micro-

organismos indesejados é um objetivo constante dos pesquisadores em todo o mundo. Porém 

a incrível capacidade de adaptação desses seres e o surgimento de cepas resistentes aos 

tratamentos atuais exige o desenvolvimento de novos métodos de tratamento (ROEDER et al., 

2018).  

A maioria dos micro-organismos ambientais organiza-se em estruturas complexas e 

heterogêneas, denominadas biofilmes, ao invés de viverem como células planctônicas. Os 

biofilmes são estruturas complexas e heterogêneas que compreendem uma ou mais espécies 

de micro-organismos envoltos em uma matriz extracelular de polissacarídeos secretados, 

aderidos a superfícies bióticas ou abióticas e permeados por canais que permitem fluxo de 

fluidos e de nutrientes e a excreção de metabólitos, funcionando como organismos 

autossustentáveis capazes de responder a estímulos e manter um ambiente homeostático 

resistente (BANDARA et al., 2010; IBRAHIM et al., 2018). 

As diversas interações que ocorrem entre os micro-organismos no interior de um biofilme 

permitem o desenvolvimento de mecanismos complexos de defesa não só contra condições 

ambientais ou nutricionais adversas, mas também contra organismos concorrentes sendo, 

portanto, muito importantes para a sobrevivência desses micro-organismos e equilíbrio 

ecológico, além de impulsionarem a evolução das espécies (PELEG et al., 2010, HARRIOT; 

NOVERR, 2011; DHAMGAYE et al, 2016). 

Inversamente às vantagens que a organização em biofilme proporciona aos micro-

organismos, as características especiais demonstradas por células microbianas dessa estrutura 

muitas vezes são prejudiciais do ponto de vista humano (HARRIOT; NOVERR, 2011, 

BANDARA et al., 2010).  

Os biofilmes têm sido amplamente estudados pelos profissionais clínicos nas últimas duas 

décadas. Esse interesse surgiu a partir da demonstração de biofilmes associados a casos de 

infecção nosocomial por bactérias e fungos, gerando grande preocupação clínica devido ao 

aumento da resistência dos micro-organismos ao tratamento com antimicrobianos e às defesas 



 

 
 

do hospedeiro e, consequentemente, uma difícil erradicação de tais infecções (BEHLAU; 

GILMORE, 2008; GULATI; NOBILE, 2016; COSTA-ORLANDI et al., 2017). Estas 

infecções decorrem principalmente da adesão microbiana e formação de biofilmes às 

superfícies de dispositivos médicos-hospitalares implantados (cateteres, sondas, respiradores, 

entre outros) (PFALLER; DIEKEMA, 2010). Estudos recentes sugerem que os micro-

organismos patogênicos produtores de biofilme também desempenham um papel significativo 

nas infecções persistentes da pele e tecidos moles em pacientes cirúrgicos durante o pós-

operatório e sugerem que até 80% dos casos de infecção do sítio cirúrgico (ISC) podem 

envolver a formação de biofilme microbiano na ferida operatória (EDMISTON et al., 2015).  

Biofilmes apresentam um complexo e surpreendente comportamento multicelular, que é 

coordenado por redes de sinalização celular. Eles produzem substâncias que os micro-

organismos não podem produzir sozinhos, e sua matriz extracelular impede a fagocitose por 

macrófagos (IBRAHIM et al., 2018). Além disso, a expressão gênica alterada e as 

características estruturais dos biofilmes levam à evasão do sistema imunológico, 

sobrevivência em condições adversas e redução das taxas de crescimento e metabolismo dos 

micro-organismos, fazendo com que essas estruturas possam exibir uma resistência até 1.000 

vezes maior à terapia antimicrobiana (IBRAHIM et al., 2018). 

Uma vez que, no contexto da colonização de materiais hospitalares, os micro-organismos 

crescem em biofilmes, eles são mais difíceis de diagnosticar e as infecções transmitidas 

apresentam um risco fatal para o paciente (BAZZI et al., 2013, DESAI; MITCHELL; 

ANDES, 2014; ROEDER et al., 2018). 

Muitos são os possíveis agentes de infecções por biofilmes, incluindo bactérias Gram-

positivas (Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.), Gram-negativas (principalmente 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) e fungos (comumente 

Candida spp. e Aspergillus spp.). Essas infecções podem ser causadas por um ou mais agentes 

microbianos simultaneamente (infecções monomicrobianas ou polimicrobianas, 

respectivamente) (PELEG et al., 2010; SUN et al., 2013).  

Dados de estudos realizados no Brasil mostram que a taxa de mortalidade em pacientes 

diagnosticados com infecções da corrente sanguínea (ICS) monomicrobianas em Unidades de 

Terapias Intensivas (UTIs) foi extremamente elevada: 46,5%, 48,2%, 65,5% e 85,9% para 

Staphylococcus coagulase negativa (ECN), S. aureus, Acinetobacter spp. e Candida spp., 

respectivamente. Em pacientes com ICS polimicrobiana, a mortalidade foi de 45,7% 

(MARRA et al., 2011).  



 

 
 

Estudos Norte-americanos afirmam que existe maior probabilidade de morte para o 

paciente quando ocorrem ICS polimicrobianas. Os dados apontam que nos pacientes de UTIs 

com candidemia simultaneamente a bacteremia as taxas de mortalidade chegam a 78%, 

ressaltando que esse achado clínico exige tratamento rápido e adequado (VALES et al., 2002; 

WISPLINGHOFF et al., 2004; KLOTZ et al., 2007).  

 Estudos que avaliaram dispositivos médicos infectados demonstraram que a bactéria 

Pseudomonas aeruginosa e leveduras do gênero Candida estão entre os patógenos 

formadores de biofilme mais comumente encontrados colonizando cateteres venosos centrais, 

sendo C. albicans a espécie fúngica mais encontrada (RAMAGE et al., 2005; KLOTZ, 2007; 

DESAI; MITCHELL; ANDES, 2014).  

Infecções polimicrobianas envolvendo P. aeruginosa e Candida spp. em casos que vão 

desde cateteres contaminados a doença pulmonar crônica e infecção de ferida vêm sendo cada 

vez mais descritas. Casos de co-infecção tem sido documentados em pacientes com 

pneumonia associada à ventilação (PAV) e sabe-se que o risco de PAV causada por P. 

aeruginosa é acentuadamente aumentado em pacientes que apresentam colonização 

traqueobrônquica por C. albicans (PELEG et al., 2010; RODRIGUES et al., 2017). 

Candida spp. e P. aeruginosa têm tendência a formar biofilmes polimicrobianos 

resistentes, com grande impacto na gravidade das infecções nosocomiais (TREJO-

HERNANDEZ et al., 2014; RODRIGUES et al., 2017). 

Estudos in vitro demonstram o largo espectro de interações entre P. aeruginosa e Candida 

spp. e enfatizam a importância das condições ambientais para determinar o resultado de uma 

interação. Por exemplo, uma pesquisa sobre a formação de biofilmes em cateter urinário 

mostrou que P. aeruginosa teve maior capacidade de aderência à superfície do cateter quando 

na presença de C. albicans (DE PÁDUA et al., 2008). 

Ensaios clínicos sugerem ainda que indivíduos com colonização traqueobrônquica por 

Candida spp. tratados com antifúngicos tiveram diminuição de infecção por P. aeruginosa em 

relação àqueles que não receberam tratamento antifúngico profilático (AZOULAY et al., 

2006; NSEIR et al., 2007). 

As ISC e ICS associadas a biofilmes são notoriamente difíceis de erradicar usando os 

esquemas antimicrobianos que normalmente são eficazes contra os mesmos patógenos em 

condições planctônicas. Este fenômeno mediado por biofilme é caracterizado como 

recalcitrância antimicrobiana, que está associada à sobrevivência de um subconjunto de 

células, denominadas “persisters” ou células persistentes (EDMISTON et al., 2015). Por isso, 



 

 
 

o melhor método para gerenciar uma infecção mediada por biofilme é impedir que ela ocorra, 

ou seja, impedir a formação do biofilme, por meio de diversas estratégias, tais como o uso 

racional de profilaxia antibacteriana e antifúngica (EDMISTON et al., 2015; RODRIGUES et 

al., 2017). 

Uma vez estabelecido o biofilme, a remoção deste continua sendo um grande desafio 

clínico. Quando a infecção está relacionada a biofilmes em dispositivos médicos implantados 

geralmente recomenda-se a remoção do implante; entretanto, em alguns casos isso não é 

indicado devido à complexidade do procedimento para retirada de certos dispositivos e o 

estado crítico de saúde do paciente (PRESS et al., 2014; PAPPAS et al., 2016). Além disso, 

em muitos casos o biofilme já pode ter invadido a mucosa e tecidos contíguos (RAMAGE et 

al., 2014). Em geral, tais infecções esbarram em dificuldades no diagnóstico e no tratamento 

com os antimicrobianos disponíveis (PRESS et al., 2014; EDMISTON et al., 2015).  

Já para o tratamento de infecções por biofilmes de Pseudomonas spp. não há 

recomendações específicas. Porém, as diretrizes atuais da Infectious Diseases Society of 

America (IDSA) e da American Thoracic Society (ATS) sugerem que na suspeita de PAV por 

P. aeruginosa, seja realizado inicialmente o tratamento empírico com cobertura dupla, 

utilizando dois antibióticos antipseudomonais de classes diferentes e posteriormente deve-se 

realizar seleção da terapêutica em configurações individuais, com base nos testes de 

sensibilidade antimicrobiana, na gravidade da infecção, na existência de fatores de risco 

subjacentes e comorbidades e no reconhecimento da epidemiologia da unidade de saúde 

(AWAD et al., 2018; EKREN et al., 2018). Os especialistas da IDSA/ATS ressaltam ainda 

que os testes de sensibilidade antimicrobiana de rotina devem incluir a avaliação da 

sensibilidade a polimixina em cenários com alta prevalência de isolados de P. aeruginosa 

multirresistentes (MDR) e que a monoterapia com aminoglicosídeos não deve ser usada 

devido a penetração deficiente desse fármaco no tecido pulmonar (AWAD et al., 2018; 

EKREN et al., 2018). 

Para biofilmes de Candida spp. somente as equinocandinas e formulação lipossomal de 

Anfotericina B são atualmente recomendados (RAMAGE et al., 2014; PAPPAS et al., 2016). 

As equinocandinas representam uma classe de antifúngicos composta por três agentes: 

caspofungina, micafungina e anidulafungina, que têm como mecanismo de ação a inibição 

não competitiva da enzima β-1,3-glucano sintetase, que catalisa a polimeralização da glicose-

uridinadifosfato (UDP-glicose) em β (1,3)D-glucano, principal componente da parede celular 



 

 
 

de fungos, e também, da matriz extracelular dos biofilmes de Candida spp. (DIOMEDI, 2004; 

ESCHENAUER et al., 2007). 

A detecção qualitativa de β (1,3)D-glucano no soro é um indicador de infecções invasivas 

por fungos, podendo ser usada como método auxiliar no diagnóstico e/ou prognóstico de 

fungemias. Apesar de β(1,3)D-glucano ser componente fundamental da parede celular de 

fungos e da matriz extracelular de biofilmes de Candida spp., esta substância foi encontrada 

no soro de pacientes que sofriam de infecções por P. aeruginosa, sugerindo uma reação 

cruzada com β (1,3)D-glucano bacteriana. Os estudos revelaram a presença de β (1,3)D-

glucano em P. aeruginosa análogo ao de C. albicans como um glucano periplasmático e 

componente da matriz extracelular de biofilmes dessa bactéria. Estudos indica, que o gene 

ndvB de P. aeruginosa codifica uma enzima glicosiltransferase essencial na formação de β 

(1,3)D-glucano nessa bactéria (LEQUETTE et al. 2007; COULON et al. 2010; BEAUDOIN 

et al. 2012; BAZZI et al, 2013). 

Desde então, surgiu o interesse em avaliar o efeito das equinocandinas em isolados de P. 

aeruginosa que produzem biofilmes. Um estudo in vitro avaliou o uso da micafungina em 

biofilmes de P. aeruginosa. Os resultados mostraram uma redução estatisticamente 

significativa na massa do biofilme em 13 dos 18 isolados testados indicando que a 

micafungina pode inibir a formação de biofilmes dessa bactéria. Interessantemente, alguns 

autores mostram que a micafungina pode inibir a glicosiltransferase (produto do gene ndvB) 

através de inibição não-competitiva (BAZZI et al, 2013). 

Dessa forma, conhecendo o efeito de um fármaco antifúngico sobre células bacterianas e 

sabendo que infecções nosocomiais polimicrobianas associadas aos biofilmes são cada vez 

mais frequentes e que as opções atualmente disponíveis para o tratamento requerem 

administração de altas doses dos fármacos antimicrobianos, com elevado custo terapêutico e 

uma série de efeitos colaterais para os pacientes, estratégias como o uso das equinocandinas 

no tratamento de infecções polimicrobianas causadas por Candida spp. e P. aeruginosa pode 

ser uma alternativa  para controlar essas infecções (AARON et al., 2002, RAMAGE et al., 

2001, BAZZI et al, 2013; TREJO-HERNANDEZ et al., 2014). 

Além disso, P. aeruginosa e Candida spp. compartilham muitos caracteres funcionais, tais 

como serem patógenos oportunistas, apresentarem aumento da resistência aos fármacos 

antimicrobianos, capacidade de formar biofilmes em dispositivos, alta incidência e 

mortalidade associada às infecções, além da presença de β (1,3)D-glucano como componente 

estrutural de suas células quanto da matriz extracelular de seus biofilmes (BAZZI et al, 2013; 



 

 
 

TREJO-HERNANDEZ et al., 2014). Por isso, pesquisas sobre as interações entre esses dois 

micro-organismos e como eles respondem aos fármacos quando interagindo em biofilme, 

podem fornecer ainda um modelo para o estudo de muitas interações bactéria-fungo. Diante 

desse cenário, esse trabalho teve como principal objetivo avaliar o efeito in vitro das 

equinocandinas caspofungina e micafungina sobre biofilmes mistos de Candida spp. e 

Pseudomonas aeruginosa. 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

3.1  Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito inibitório in vitro de equinocandinas sobre biofilmes mistos de Candida spp. 

e Pseudomonas aeruginosa. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

3.2.1 Obter o perfil de suscetibilidade antimicrobiana de células planctônicas de 

Candida spp. e de Pseudomonas aeruginosa; 

 

3.2.2 Padronizar biofilmes monomicrobianos e mistos de Candida spp. e 

Pseudomonas aeruginosa; 

 

3.2.3 Avaliar o efeito das equinocandinas em biofilmes monomicrobianos e mistos 

de Candida spp. e Pseudomonas aeruginosa. 

 

 

 

4 CONCLUSÕES 

 

Compreender o papel dos biofilmes polimicrobianos em doenças infecciosas é de 

extrema importância para direcionar terapias eficazes no combate às infecções.  Infecções 

mistas ocasionadas por biofilmes de Candida spp. e P. aeruginosa são cada vez mais 



 

 
 

frequentes em ambientes hospitalares; portanto, o estudo das interações entre P. aeruginosa e 

Candida spp. e como eles respondem aos fármacos quando interagindo em biofilme é uma 

ferramenta indispensável para o desenvolvimento de terapias para eficazes. Nesse estudo, dois 

antifúngicos da classe das equinocandinas mostraram potencial efeito sobre comunidades 

polimicrobianas envolvendo P. aeruginosa e C. albicans, reduzindo tanto a biomassa total 

quanto número de células viáveis. Além disso, o antibiótico Polimixina B foi eficaz em 

reduzir de forma significativa a biomassa e a viabilidade dos biofilmes. No entanto, para fins 

de aplicação na terapêutica clínica, serão necessários testes adicionais “in vitro” e “in vivo” 

para avançar os resultados aqui encontrados e definir as concentrações antimicrobianas, bem 

como a duração do tratamento e formas de administração necessárias para o tratamento das 

infecções. A terapia combinada, como a associação de equinocandinas com outros 

antibacterianos como a Polimixina B, poderia ser uma estratégia interessante para o 

tratamento das infecções associadas a biofilmes mistos. Do mesmo modo, a constante busca 

por novos antimicrobianos eficazes contra biofilme é necessária para garantir o sucesso do 

tratamento das infecções polimicrobianas e a redução das taxas de mortalidade. 
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