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Resumo

De comensal a importante agente de infec¢des, o género Candida se converteu em
sério problema de saude publica. C. albicans € a espécie mais frequentemente descrita,
seguida de C. tropicalis. Espécies de Candida podem corromper o organismo hospedeiro com
formacdo de biofilmes e secre¢do de enzimas hidroliticas. O trabalho objetivou verificar a
ocorréncia de isolados de Candida spp. em pacientes hospitalizados e avaliar seus fatores de
viruléncia. A pesquisa foi realizada entre Junho/2010 a Mar¢o/2012, no Hospital Universitario
da Universidade Federal da Grande Dourados. Foram isolados 60 amostras de Candida. A
avaliacdo de crescimento em altas temperaturas foi realizada em dgar Sabouraud; para
fosfolipase foi utilizado dgar gema de ovo; para proteinases foi utilizado Bacto-Agar
acrescido de albumina de soro bovina, extrato de levedura e carbono base. Agar Sabouraud
dextrose com sangue de ovelha e glucose foi utilizada para atividade hemolitica. A produc¢do
de biofilme foi avaliada através de caldo Sabouraud Dextrose com glicose a 8%. A espécie e a
cultura predominante foi C. tropicalis e urocultura. Em relagdo a atividade hemolitica, 95%
das amostras analisadas apresentaram atividade enzimdtica fortemente positiva e 5%
apresentaram-se positivamente. Para o teste de fosfolipase, 93,33% apresentaram resultado
fortemente positivo, e 6,66% positivo. Para o teste de proteinase, 66,66% das amostras
apresentaram resultado fortemente positivo, 13,33% positivo e 20% amostras nao
apresentaram produc¢do enzimdtica. Todos os isolados de Candida analisados apresentaram
producdo de biofilme fortemente positiva; inferindo na necessidade de mais estudos para o
controle e preven¢do de infecgdes hospitalares causadas por estas leveduras.
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Introducao

O ambiente hospitalar seleciona agentes infecciosos resistentes em decorréncia do uso
indiscriminado de antimicrobianos e por reunir pessoas com diferentes vulnerabilidades a
infec¢do. A intensa realiza¢do de procedimentos invasivos, também o caracteriza como um
ambiente favordvel a propagacdo das infecgdes hospitalares (IH) (2) (8).

As infec¢Oes hospitalares causadas por fungos tem-se constituido num problema
crescente de satde publica em muitos paises. De comensal a importante agente de infeccdes,
o género Candida se converteu em sério problema de satide publica (8).

C. albicans é a espécie mais frequentemente descrita em casos de infeccdes
hospitalares em vérios paises. Entretanto, outras espécies como C. tropicalis, C. parapsilosis,
e C. glabrata também apresentam alta prevaléncia nos estudos realizados em todo o mundo.
Estudos epidemioldgicos realizados no Brasil mostram que as espécies mais prevalentes sao
C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis (7) (4).

A predominancia de espécies de Candida ndo-Candida albicans (CNCA)foram
relatadas em estudos, como em Mujika et al., (2004) e Mohandas e Ballal (2011). De acordo
com levantamentos epidemioldgicos recentes, Candida tropicalis tem sido a mais comum
entre espécies de CNCA.

Candidemia € a quarta infec¢do mais comum nos Estados Unidos e sua incidéncia esté
aumentando entre os pacientes imunocomprometidos (23). Candida albicans é responsavel
por cerca de 50% a 60% de todas as candidemias diagnosticadas, seguida de C. parapsilosis
(10% a 20%) e C. tropicalis (6% a 7%) (1).

Diante da preocupacdo da patogenicidade das espécies de Candida presentes no
ambiente hospitalar, tem sido desenvolvidas pesquisas relacionadas com os seus fatores de
viruléncia, a fim de estabelecer estratégias de controle com antifingicos e prevencao de
infecgoes.

Quando ocorre a infec¢do in vivo, espécies de Candida podem usar diversas
estratégias para corromper o organismo hospedeiro, como a formag¢ao de biofilmes e secrecdo
de enzimas hidroliticas. A formacao de um biofilme auxilia na protecdo do meio ambiente, na
disponibilidade de nutrientes, cooperagdo metabdlica, e aquisicdo de novas caracteristicas
genéticas (13).

A producdo de proteinase € vantajosa para O micro organismo, pois aumenta a
capacidade do organismo de colonizar e penetrar tecidos e invadir o sistema imune do
hospedeiro (5). Ja as enzimas fosfolipase estdo associadas com os danos da membrana das

células hospedeiras, a adesdo e a penetracao (13).
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A propriedade de multiplicacdo a altas temperaturas, como 39°C e 42°C, é uma
caracteristica associada com a patogenicidade em humanos, pois sdo temperaturas comuns em
imunodeprimidos (estado febril). A atividade hemolitica também é conhecida por ser fator de
viruléncia e contribuir para patogenicidade em espécies de Candida.

Nesta perspectiva, o presente trabalho teve por objetivo verificar a ocorréncia de
isolados de Candida spp. em pacientes hospitalizados e avaliar os fatores de viruléncia

presentes nessas leveduras.

Materiais e métodos

A pesquisa foi realizada no periodo de Junho de 2010 a Marco de 2012, no Hospital
Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). Foram isolados 60
amostras de Candida, provenientes de urocultura, hemocultura, ponta de cateter, secrecao
traqueal, vaginal e retal e swabs nasal, retal e de orofaringe. As leveduras identificadas
presuntivamente no cromogénio CHROMagar Candida® (Difco) foram armazenadas em
caldo Sabouraud (Himedia) acrescido de glicerol (20%).

A identificacdo fenotipica foi realizada através do microcultivo das leveduras,
utilizando o meio Agar Corn Meal (Agar fubd com Tween 80) (20), assim a identificacao foi
feita pela andlise da micromorfologia da levedura. Para a confirmacgdo de Candida albicans
foi realizado o teste de producdo de tubo germinativo e clamiddsporos (6).

A avaliacdo de crescimento em altas temperaturas foi realizada com a inoculac¢io do
isolado, com turvagdo ajustada ao tubo 1 da escala de Mc Farland, em dgar Sabouraud. As
placas foram incubadas a 39°C e 42°C por 72h. O teste foi realizado em duplicata, realizando-
se uma média dos valores; o resultado foi considerado positivo quando crescimento da
levedura.

Para avaliacdo da producao de fosfolipase, suspensdes de leveduras (turvagao tubo 1
da escala Mc Farland) foram inoculadas em placas de Petri contendo dgar gema de ovo e
incubadas a 37°C por 48 horas, entdo foi determinado o diametro da zona de precipitacdo em
torno da coldnia. A atividade de fosfolipase e atividade enzimdtica foram expressas como a
razdo entre o didmetro da coldnia para o didmetro da col6nia mais a zona de precipitagio (em
mm) (15). Os resultados sdo apresentados em cddigo sendo o valor - quando PZ=1,0 (sem
atividade enzimadtica), valor + quando 0,63 <PZ<1,0 (atividade enzimdatica moderada) e valor
++ quando PZ<0,63 (forte atividade enzimatica) (17). O teste foi realizado em duplicata em

trés momentos diferentes e o resultado foi obtido a partir da média dos testes.



A avaliacdo da producdo de proteinases foi testada utilizando placas contendo Bacto-
Agar acrescido de albumina de soro bovina, extrato de levedura e carbono base. Apds a
inoculagdo (a turvagdo foi ajustada ao tubo 1 da escala de Mc Farland) as placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas (3). A atividade de proteinase foi expressa como a razao entre
o diametro da coldnia para o didmetro da colonia mais a zona de precipitagdo (em mm) (15).
Para tanto, as atividades enzimaticas (PZ) foram medidas dividindo-se o didmetro da coldnia
pelo diametro da col6nia somado a zona de precipitagdo. Os resultados sdo apresentados em
codigo sendo o valor 1 quando PZ=1,0 (sem atividade enzimadtica), valor 2 quando 0,63
<PZ<1,0 (atividade enzimdtica moderada) e valor 3 quando PZ<0,63 (forte atividade
enzimatica) (17). Cada isolado foi testado em duplicata em trés ocasides diferentes e o valor
foi calculado a partir da média dos resultados.

Placas com &4gar Sabouraud dextrose enriquecido com sangue de ovelha e glucose
foram utilizadas para a avaliacdo da atividade hemolitica. As placas inoculadas com a
suspensdo da levedura (turvagdo tubo 1 na escala de Mc Farland) foram incubadas a 37°C por
48 horas (10). A atividade hemolitica foi expressa como a razdo entre o diametro da coldnia
para o didmetro da coldonia mais a zona de precipitacdo (em mm) (15). Para tanto, as
atividades enzimaticas (PZ) foram medidas dividindo-se o didmetro da colonia pelo didmetro
da coldnia somado a zona de precipitacdo. Os resultados sdo apresentados em cddigo sendo o
valor 1 quando PZ=1,0 (sem atividade enzimatica), valor 2 quando 0,63 <PZ<1,0 (atividade
enzimatica moderada) e valor 3 quando PZ<0,63 (forte atividade enzimatica) (17). O teste foi
realizado em duplicata em trés momentos distintos e os resultados sdo apresentados pelas
médias.

A producdo de biofilme foi avaliada através da inoculacdo de 20 uL da suspensio de
leveduras (ajustada ao tubo 4 da escala de Mc Farland) em microplacas de poliestireno (TPP)
com caldo Sabouraud Dextrose suplementado com glicose a 8%. As placas foram incubadas
com baixa agitacdo (3.000 rpm) a 35°C por 24 horas, e a leitura foi realizada em um leitor de
microplacas ELISA (Thermo Plate) com comprimento de onda de 450 nm. Os resultados
foram convertidos de absorbancia para transmitancia, do valor obtido subtraimos 100,
chegando ao valor de x; quando x< 5 =negativa, x 5a20=1+,x20a35=2+,x35a50=

3+, x > 50 = 4+ (18). O teste foi realizado em quadruplicata.

Resultados
Dos 60 isolados analisados 28 foram C. tropicalis (46,66%), 18 C. albicans (30%), 11

C. glabrata (18,34%) e 3 C. krusei (5%), dentre as quais 29 foram provenientes de urocultura



(48,33%), 10 de secrecdes em geral (16,66%), 9 de swab nasal (15%), 8 de swab retal
(13,33%), 2 de hemocultura (3,34%), 1 de ponta de cateter (1,67%) e 1 de swab de orofaringe
(1,67%). Em todos os isolados analisados, a espécie predominante foi C. tropicalis, com 11
amostras (37,93%) em uroculturas, 7 amostras em swab retal (87,5%), 5 amostras (50%) em
secrecoes, 3 amostras em swab nasal (33,33%), 2 amostras (100%) em hemocultura e 1
amostra (100%) em ponta de cateter (Tabela 1).

Em relacdio a atividade hemolitica, 57 isolados (95%) apresentaram atividade
enzimatica fortemente positiva e 3 isolados (5%) apresentaram-se positivamente. Dos isolados
positivos dois foram de C. albicans (urocultura e swab nasal) e um foi C. glabrata
(urocultura) (Tabelas 2 e 3).

Para o teste de fosfolipase, 56 (93,33%) apresentaram resultado fortemente positivo, e
4 (6,66%) positivo, as quais foram amostras de C. albicans (urocultura), C. glabrata
(urocultura), C. albicans (swab nasal) e C. glabrata (swab nasal). Para o teste de proteinase,
40 amostras (66,66%) apresentaram resultado fortemente positivo, 8 (13,33%) positivo
(amostras de C. albicans (urocultura, swab nasal e de orofaringe) e C. tropicalis (secrecio
traqueal, swab retal e nasal)) e 12 (20%) amostras nao apresentaram producdo enzimaética (C.
albicans em swab nasal, C. tropicalis em swab retal e nasal, C. glabrata em swab nasal e retal
e C. krusei em swab retal). Foi observado que as amostras oriundas de swabs retal e nasal
foram as Unicas amostras que apresentaram auséncia de produgdo de proteinase (Tabelas 2 e
3).

Todos os isolados de Candida analisados apresentaram crescimento em altas
temperaturas e producdo de biofilme fortemente positiva. Os resultados obtidos indicaram a
capacidade em produzir biofilme em superficies abidticas das espécies de Candida isoladas de

pacientes internados, sendo um fator relevante no estabelecimento da infeccao fungica.

Discussao

Infecgdes da corrente sanguinea por Candida spp. apresentam mortalidade elevada e
sdo responsaveis pelo aumento dos custos hospitalares (1). Além disso, a colonizagdao por
Candida spp. provou ser um fator de risco independente para a infeccdo invasiva por Candida
e candidemia, principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s) (11).

A identificagdo fenotipica foi realizado utilizando o teste de produgdo de tubo
germinativo e clamiddsporos, que sao testes rdpido, simples, econdmico e padrdo para
identificar C. albicans (95-97%), envolvendo a indug¢do de crescimento de hifas (tubos

germinativos) de leveduras cultivadas em soro por 2-4 horas a 37°C (6).



A predominancia de espécies ndo-albicans observada no presente trabalho também foi
evidenciada em outros estudos, como em Mujika et al., (2004) e Mohandas e Ballal (2011).
De acordo com levantamentos epidemioldgicos recentes, Candida tropicalis tem sido a mais
comum entre espécies nao-albicans, como apresentado neste estudo.

Uma caracteristica associada com a patogenicidade em humanos € a propriedade de
multiplicagdo em altas temperaturas, como 39°C e 42°C (16), pois sdo temperaturas que
indicam estado debilitado (febril) do organismo hospedeiro, e esse crescimento foi observado
em todas as amostras analisadas, o que indica um possivel desenvolvimento de candidiase em
paciente imunologicamente comprometido. A atividade hemolitica também € conhecida por
ser fator de viruléncia e contribuir para patogenicidade em espécies de Candida. Rorig et al
(2009) observaram maior producdo de atividade hemolitica em C. albicans, no entanto esta
relacdo ndo pode ser feita, pois duas amostras de C. albicans e uma C. glabrata apresentaram
menor crescimento, porém o nimero € pouco significativo para uma comparagao.

A capacidade de formar biofilmes € associada com a patogenicidade, e deve ser
considerado como um importante determinante de viruléncia. A formacdo de biofilmes &
importante para o desenvolvimento de infec¢ao clinica, pois garantem diversas vantagens para
0s micro-organismos envolvidos, como protecdo do meio, disponibilidade de nutrientes,
cooperacdo metabdlica e aquisicdo de novas caracteristicas genéticas. Além disso, os
biofilmes servem de nicho para os agentes patogé€nicos e estdo associados a altos niveis de
resisténcia a agentes antimicrobianos. Consequentemente, as infeccdes relacionadas com
biofilme sdo dificeis de tratar (13).

Estudos tém indicado que células do biofilme estabelecidas em materiais implantados
podem ser liberadas para a corrente sanguinea, o que favorece o estabelecimento da infeccdo e
aumenta a resisténcia a terapia antifingica e a resposta imune do hospedeiro (16). Ainda, um
estudo de coorte retrospectivo revelou uma maior taxa de mortalidade em pacientes infectados
por isolados de Candida produtores de biofilme do que em pacientes infectados por isolados
ndo produtores, indicando que a formacdo de biofilme é um fator preditivo de mortalidade
(22). Diante desse quadro, ressaltamos a importancia dos valores encontrados nesta pesquisa
em relacdo a positividade de todas as amostras perante ao teste do biofilme, o que acaba se
concretizando como o principal resultado do trabalho.

Em relacdo a positividade de biofilme, Mohandas e Ballal (2011) encontraram maior
frequéncia em isolados de C. krusei, seguida por C. tropicalis, C. glabrata, e C. albicans,
descreveram ainda uma fraca produgdo de biofilme por espécies de Candida albicans,

indicando que essa producdo é mais importante para espécies de Candida nao Candida-



albicans. Outros autores encontraram que isolados de C. glabrata sdo mais predispostos a
produzir biofilme. Porém, neste estudo, a producdo de biofilme ndo estd relacionada a espécie
e nem a amostra clinica, uma vez que nao houve diferencgas significativas na producao de
biofilme (todas as amostras apresentaram producao fortemente positiva).

Proteinases sdo secretadas por espécies patogénicas de Candida durante a infec¢do in
vivo e sao responsaveis pelo dano tecidual, adesdo e invasdo, além de adiar a resposta imune
do hospedeiro. Proteinases cumprem uma série de fungdes especiais durante o processo
infeccioso, que incluem moléculas de digestdo para a aquisi¢do de nutrientes, digestdo de
membranas hospedeiras e adesdo celular para facilitar a invasao, e digerir células e moléculas
do sistema imunolégico do hospedeiro, evitar ou resistir ao ataque antimicrobiano pelo
anfitrido (11). Estudo dos autores citados e de Rorig et al. (2009), indicam que C. albicans
possuem maior capacidade de producdo destas enzimas, no entanto essa correlacdo nao foi
evidenciada neste trabalho, no qual amostras de C. albicans, assim como de C. tropicalis, C.
glabrata e C. krusei tiveram uma menor producdo dessa enzima.

Estudos sobre a producao de fosfolipases (9) (13) também indicam que essa producao
€ maior entre Candida albicans, sugerindo que estes mecanismos sao mais importantes para
esta espécie do que para espécies ndo-albicans, porém, nos testes realizados nao foi observada
tal relacdo, pois as menores taxas de producdo de fosfolipase foram encontradas em duas
amostras de C. albicans e duas nao-albicans (C. glabrata). Ja Tamura et al., (2007), observou
uma maior producdo tanto de proteinases quanto de fosfolipases em espécies nao-albicans.
Enzimas fosfolipases estdo associadas com os danos da membrana das células hospedeiras, a
adesdo e a penetracdo, portanto estudos relacionados com fatores de viruléncia de agentes
infecciosos s@o de grande importincia para o desenvolvimento de estratégias de prevencao e
controle de infeccdes hospitalares.

O resultado interessante obtido nesse estudo foi em relagao ao teste de proteinase, no
qual foi observado que as amostras oriundas de swabs retal e nasal (colonizac¢do) foram as
Unicas amostras que apresentaram auséncia de producdo de proteinase, o que infere em uma
menor viruléncia dessas amostras em comparagdo a amostras provindas de culturas de
infeccdo. A literatura mostra que entre todos os pacientes admitidos na UTI, aqueles que
foram colonizados apresentam maior probabilidade de acometimento por doenca fungica
invasiva apds a progressao de colonizacdo para disseminagdo sistémica (12).

Conforme os dados apresentados, a viruléncia das espécies de Candida isoladas de
pacientes hospitalizados em relacdo a esses fatores foi fortemente evidenciada, o que infere na

necessidade de mais estudos sobre patogenicidade e viruléncia para o controle e prevengao de



infec¢des hospitalares causadas por estas leveduras, visto a acdo desses fatores no organismo

do hospedeiro.
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Tabela 1: Resultados obtidos da relagdo de amostras clinicas e especies

Espécie Urocultura | Secrecdes Swab Hemocultura | Swab Swabde | Ponta de | Valor total de
nasal retal | orofaringe | cateter especies
C. tropicalis | 11(37.93%) 5 3 2 6 0 1 28 (46,66%)
(30%) (33.33%) (100%) (73%) (0%) (100%)
C. albicans 9 4 4 {4,44%) 0 0 1 0 18
(31.03%) (40%40) (0 %) (0%) (100%) (0 %) (30%)
C. glabrata g 0 2 0 1 0 0 11{18.34%)
(27.38%) (0 %) (22.23%) (0 %) (12,30%) (0%%) (0 %a)
C. krusei 1 1 0 0 1 0 0 3
(3.44%) (10%4) (0%4) (0 %) (12.530%) (0%a) (0 %) (3%)
Valor total | 29(48.33%) 10 9 2 g 1 1 60 amostras
das culturas (16.66%) (13%) (3.34%) (13,33%)| (1.67%) (1.67%) (100%)

Tabela 2: Besultados obtidos dos testes de fatores de viruléncia, em comparacdo dos valores com as amostras clinicas

Teste Fosfolipase Proteinase Atividade hemeolitica
Amostra ++1 +2 -3 + + - + + -
clinica
Urocultura 27 2 0 28 1 0 27 2 0
Secrecdes 10 0 0 o 1 0 10 0 0
Hemocultura 2 0 0 2 0 0 2 0 0
Ponta de 1 0 ] 1 0 0 1 0 ]
cateter
Swab nasal 7 2 0 ] 3 ] g 1 ]
Swahb retal 2 0 0 ] 2 & g 0 ]
Swab de 1 0 0 ] 1 0 1 0 ]
orofaringe




Tabela 3: Resultados obtidos dos testes de fatores de vinuléneia, em comparagdo dos valores com as espécies

Teste Fosfolipase Proteinase Atividade hemolitica Biofilme Altas temperaturas
Espécie ++1! +z _3 — + N ++ + N s T N - "
C. 2% 0 0 18 4 6 28 0 0 28 0 0 28 ]
tropicalis
C. 16 z 0 12 4 2 16 2 0 18 0 0 18 0
albicans
C. o z 0 g 0 3 10 1 0 11 0 0 11 0
glabrata
C. kruset 3 ] ] 2 ] 1 3 i 0 3 0 0 3 0

* Atividade enzimatica fortemente positiva
2 Atividade enzimatica positiva

* Auséncia de atividade enzimatica




