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RESUMO

As leveduras do género Candida sdo fungos oportunistas que podem ser
encontrados como comensais em diversos sitios do corpo humano e no ambiente.
Quando ha o desequilibrio da microbiota humana, essas leveduras tornam-se
patégenos e podem desenvolver candidiase, uma infec¢éo flngica que afeta tanto
individuos saudaveis quanto imunocomprometidos. O presente estudo teve como
objetivo verificar e comparar os fatores de viruléncia de 48 leveduras isoladas do
ambiente aquatico e da mucosa oral de idosos da comunidade rural Lago do Limé&o,
Iranduba-Am, bem como avaliar sua susceptibilidade aos antifingicos itraconazol,
anfotericina B, cetoconazol e fluconazol. Foram realizados testes de producédo de
protease, hemolisina, fosfolipase e urease, com os meios de cultura Agar Proteinase,
Agar Sabouraud acrescido de sangue de carneiro, Agar Sabouraud suplementado
com gema de ovo e Agar Ureia de Christensen, respectivamente. Para o teste de
sensibilidade a antifangicos, foi utilizado o método Etest e a andlise estatistica foi
realizada com os testes Exato de Fisher e Qui-quadrado. Observou-se a prevaléncia
do género Candida, com destaque as espécies ndo-albicans. Foram identificadas 45
leveduras: C. albicans (6,6%), C. glabrata (33,3%), C. parapsilosis (24,4%), C.
tropicalis (8,8%), Meyerozyma guilliermondii (13,3%), Meyerozyma caribbica (4,4%),
C. metapsilosis (2,2%), Saccharomyces cerevisiae (2,2%), Kodamaea ohmeri (2,2%)
e Lodderomyces elongisporus (2,2%). 68,7% das leveduras tiveram atividade
hemolitica positiva, 47,9% produziram proteases, 16,6% produziram fosfolipases e
todas foram urease negativas. Nao houve diferenca estatistica significativa entre a
viruléncia de leveduras de origem clinica e ambiental. Todas as leveduras foram
sensiveis ao antifungico anfotericina B; 37,5% foram sensiveis ou sensiveis dose
dependentes (SDD) ao cetoconazol, 35,4% sensiveis ou SDD a fluconazol e 29,1%
sensiveis ou SDD a itraconazol, com concentracdes inibitdrias minimas (MICs) de
0,094 ~ 1 pg/ml; 0,094 ~ 16 pg/ml; 1,5 ~ 128 pg/ml e 0,125 ~ 8 pg/ml,
respectivamente. Dessa forma, com o conhecimento dos processos infecciosos e de
como as enzimas atuam, associado a constante busca pelo melhor medicamento, ha
contribuicdo para a criacdo de novas estratégias de prevencao e tratamento para
candidiase, melhorando assim a qualidade de vida das populacdes mais vulneraveis

na regiao - os ribeirinhos.

Palavras-chave: leveduras, Candida, viruléncia



ABSTRACT

Candida yeasts are opportunistic fungi that can be found as commensals in several
places in the human body and in the environment. When human microbiota imbalance
occurs, these yeasts become pathogens and can develop candidiasis, a fungal
infection that affects both healthy and immunocompromised individuals. The present
study aimed to verify and compare the virulence factors of 48 yeasts isolated from the
aquatic environment and from the oral mucosa of elderly people from the rural
community Lago do Limdo, Iranduba-Am, as well as to evaluate their susceptibility to
the antifungals itraconazole, amphotericin B, ketoconazole and fluconazole.
Protease, hemolysin, phospholipase and urease production tests were carried out
with the culture media Agar Proteinase, Sabouraud Agar plus sheep's blood,
Sabouraud Agar supplemented with egg yolk and Christensen's Urea Agar,
respectively. For the antifungal sensitivity test, the Etest method was used and the
statistical analysis was performed using Fisher's Exact and Chi-square tests. A higher
prevalence of the genus Candida was obtained, with emphasis on non-albicans
species. Forty-five yeasts were identified: C. albicans (6.6%), C. glabrata (33.3%), C.
parapsilosis (24.4%), C. tropicalis (8.8%), M. guilliermondii (13 .3%), M. caribbica
(4.4%), C. metapsilosis (2.2%), S. cerevisiae (2.2%), K. ohmeri (2.2%) and L.
elongisporus (2,2%). 68.7% of the yeasts had positive hemolytic activity, 47.9%
produced protease, 16.6% produced phospholipase and all yeasts were urease
negative. There was no statistically significant difference between the virulence of
yeasts of clinical and environmental origin. All yeasts were sensitive to the antifungal
amphotericin B; 37,5% were sensitive or sensitive dose-dependent (SDD) to
ketoconazole, 35,4% were sensitive or SDD to fluconazole, and 29.1% were sensitive
or SDD to itraconazole, with minimum inhibitory concentrations (MICs) of 0.094 ~ 1
pug/ml ; 0.094 ~ 16 pg/ml; 1.5 ~ 128 pg/ml and 0.125 ~ 8 ug/ml, respectively. Thus,
with the knowledge of infectious processes and how enzymes act, associated with
the constant search for the best drug, there is a contribution to the creation of new
prevention and treatment strategies for candidiasis, thus improving the quality of life

of the most vulnerable populations in the region - the riverside people.

Keywords: yeasts, Candida, virulence
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1. INTRODUCAO

Leveduras sdo fungos unicelulares comensais e oportunistas, com a
capacidade de se estabelecerem em diversos sitios do corpo humano, sob condi¢cdes
ambientais diferentes. Normalmente, estdo presentes como comensais desde o
nascimento, encontradas na microbiota da pele, trato gastrointestinal e genitourinério
na qual a infeccdo ocorre quando ha o desequilibrio desta microbiota. A espécie C.
albicans possui maior interesse clinico, porém estudos demonstraram um aumento de
infeccbes por outras espécies (AMORIM, 2014; ANDREOLA et al., 2016; LEWIS;
WILLIAMS, 2017; SILVA et al., 2019).

Apesar de viver grande parte de seu desenvolvimento como comensais, as
leveduras do género Candida possuem grande versatilidade, com a capacidade de
transformacao de comensal a potencial patégeno. Ha diversos processos fisiol6gicos
envolvidos em sua patogenicidade, dentre estes a capacidade de adesao, infecgéo,
producdo de enzimas hidroliticas como fosfolipases e proteinases, toxinas,
hemolisinas e producédo de biofilmes, a qual confere a levedura maior defesa contra
células do sistema imunoldgico do hospedeiro e também a medicamentos
antifangicos (CIUREA et al., 2020; SILVA et al., 2019; TAMURA et al., 2007).

Além disso, ha a presenca de fatores predisponentes que auxiliam o
desenvolvimento de candidiase, tais como o sistema imunoldgico debilitado
(individuos realizando quimioterapia, ou que tenham passado por algum transplante
de érgaos, entre outros), presenca de diabetes, pessoas que tenham feito o uso de
muitos antibiéticos e a populacdo idosa, devido a todos 0s componentes
biofisioldgicos que envolvem o processo de envelhecimento (ALENCAR, 2017,
SILVA et. al., 2019).

Além dos seres humanos, o meio ambiente também abriga uma grande
variedade de microrganismos, inclusive leveduras. Quando encontradas no ar,
ambiente terrestre ou aquatico, esses fungos recebem a classificacdo de ambientais.
Estes também podem ser considerados um risco aos seres humanos, visto que
estudos demonstraram associag¢ao entre leveduras encontradas em agua doce e
humanos (NAGAHAMA, 2006), presenca de patdgenos oportunistas como Candida
albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis
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e Candida guilliermondii, também encontradas em agua doce (MEDEIROS et al.,
2012) e frequente presenca de resisténcia antifUngica em espécies de Candida
isoladas de ambientes aquaticos, 0 que representa risco a saude publica
(MEDEIROS et al., 2008).

O tratamento para as infec¢des fungicas, inclusive as causadas por leveduras
do género Candida, tem representado um grande desafio devido ao surgimento de
resisténcia a antifungicos, situacdo ja reconhecida como um importante problema
clinico (PFALLER; DIEKEMA, 2004). Esse fator € decorrente do seu uso inadequado
e do diagnéstico realizado de maneira incorreta ou tardia, acarretando também
atrasos na implementacéao terapéutica adequada. Além disso, ha a questdo do numero
limitado de agentes antifingicos existentes, o que torna fundamental a realizacéo de
testes de susceptibilidade a antifiUngicos e a identificacéo correta do agente etioldgico,
de maneira a buscar o tratamento mais efetivo, evitando a emergéncia de espécies
resistentes (ALCAZAR-FUOLI; MELLADO, 2014; VIEIRA; NASCIMENTO, 2017).

Diante deste contexto, o presente estudo se propde a avaliar e comparar 0s
principais fatores de viruléncia e perfil de sensibilidade a antifingicos de leveduras do
género Candida, provenientes do ambiente aquéatico e da mucosa oral de idosos
residentes na comunidade ribeirinha Lago do Limao, localizada no municipio de
Iranduba, Amazonas. Com isso, busca-se identificar as enzimas e fatores envolvidos
em seu processo de patogenicidade, bem como o melhor medicamento para tratar a
candidiase, de modo a contribuir para a formacédo de novas medidas de prevencao e

tratamento, levando a melhoria na qualidade de vida da populacéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leveduras

Leveduras sdo microrganismos eucariontes e pertencentes ao reino Fungi, o
gual possui aproximadamente 611.000 espécies, representando cerca de 7% de todas
as especies eucariontes (MORA et al.,, 2011). As leveduras estdo presentes na
microbiota normal oral, genitourinéria e gastrointestinal dos seres humanos, podendo
estar presentes como comensais desde o nascimento (AMORIM, 2014). No entanto,
guando ha desequilibrios nessa microbiota, esses fungos podem realizar sua
transicdo de microrganismos comensais inofensivos para oportunistas, com a
capacidade de causar infecgcdes no organismo humano. O género Candida, por
exemplo, é composto por aproximadamente 150 espécies, onde muitas s&o
endossimbiontes em humanos, causando infecgbes predominantemente em
individuos imunossuprimidos (BIANCHI et al., 2016; CIUREA et al., 2020).

2.2. Leveduras de amostras clinicas: o género Candida

As leveduras do género Candida sao de grande importancia clinica, visto que
a doenca fungica mais frequente afetando as populagées € a candidiase, ocasionada
por espécies desse género. Além disso, a candidiase é uma infec¢ao que afeta tanto
individuos saudaveis quanto imunocomprometidos e pode ocorrer de maneira
superficial, no caso de candidiase oral, mucocutanea e onicomicose ou de maneira
profunda, como miocardite e septicemia. Cerca de 80% dos casos dessa doenca sao
ocasionados por Candida albicans, uma levedura patogénica onipresente e membro
da flora comensal. Apesar da grande maioria dos casos terem essa espécie como
agente etiolodgico e de maior interesse clinico, estudos tém demonstrado que casos
ocasionados por Candida ndo-albicans tém se tornado mais frequentes (CIUREA et
al.,, 2020; DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2018; KWAMIN et al., 2013; LEWIS;
WILLIAMS, 2017).

No estudo de Magalhaes e colaboradores (2015), os autores buscaram isolar
leveduras do género Candida de 100 pacientes hospitalizados em trés hospitais em
Sao Luis, Maranhao. Como resultado, obtiveram um total de 108 cepas de leveduras

provenientes de amostras clinicas, sendo a maioria das espécies isoladas de
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pacientes do género feminino (56%) e a faixa etaria mais acometida, acima de 60
anos (51%). As espécies identificadas foram Candida albicans (41.4%), Candida
tropicalis (30.1%), Candida glabrata (7.4%), Candida parapsilosis (5.5%), Candida
krusei (4.6%), Cryptococcus neoformans (4.6%), Trichosporon spp. (3.7%), Candida
norvegensis (0.9%), Rhodotorula glutinis (0.9%) e Pichia farinosa (0.9%), sendo o
género Candida o mais prevalente, representando 89,7% de todas as leveduras

identificadas.

Taei e colaboradores (2019) investigaram a presenca de espécies de Candida
em 341 pacientes com suspeita de infec¢do fangica em um hospital em Isfahan, Ir&,
de fevereiro de 2017 a maio de 2019. Do total de amostras, 202 pacientes
apresentaram alguma infecgcéo ocasionada por leveduras. Dos isolados obtidos, 121
espécies do género Candida foram identificadas como Candida n&o-albicans e 76
como Candida albicans, demonstrando assim uma crescente frequéncia de espécies

Candida nao-albicans em amostras clinicas.

O estudo de Seyoum e colaboradores (2020) também obteve predominancia
da espécie Candida albicans em seus resultados. Foram isoladas 209 leveduras de
776 amostras clinicas diferentes, de um hospital na Etiopia. Dentre estas, 49,8%
pertenciam a espécie C. albicans, 43,1% se tratavam de Candida ndo-albicans e

7,2% eram leveduras ndo pertencentes ao género Candida.

Em uma pesquisa realizada em Cuiabd — MT, Bianchi et. al. (2016)
selecionaram pacientes idosos e os dividiram em grupos, sendo estes usuarios de
proteses e ndo usuarios. Dessa forma, foram coletadas amostras desses pacientes
para verificar a presenca de candidiase e leveduras pertencentes ao género Candida.
Como resultado, obtiveram a presenca deste género tanto em amostras de pacientes

usuarios de protese (83,3%) quanto de ndo usuarios (53,5%)

Leite e colaboradores (2015), buscaram identificar a presenca de leveduras
Candida em idosos usuarios de proteses atendidos no Departamento de Odontologia
da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Das amostras obtidas na mucosa
palatina, a espécie mais frequente foi C. albicans, representando 36,67% das
leveduras, seguida de C. tropicalis 13,33% e C. krusei 13,33%. Quanto as leveduras
obtidas da regido das proteses, C. albicans permaneceu como a levedura mais

isolada (53,33%), corroborando com os demais estudos apresentados neste trabalho
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(MAGALHAES et al., 2015; SEYOUM; BITEW; MIHRET, 2020).

2.3. Leveduras ambientais

As leveduras também podem ser encontradas no ar, no ambiente terrestre e
aguatico, sendo estas caracterizadas como leveduras ambientais. No ambiente
aquatico, especificamente, h4 uma grande variedade de microfungos e a sua
presenca é proporcional a taxa e intensidade de atividades antropogénicas presentes
nesses ecossistemas, consequentemente podendo alterar algumas de suas
caracteristicas (BIEDUNKIEWICZ; GORALSKA, 2016; LEW et al., 2013). Dessa
forma, ha fungos que tém preferéncia por aguas ricas em substancias organicas,
provenientes de diversas origens (MAHGOUB et al., 2015). Dentre estes, ha fungos
leveduriformes com grande capacidade de adaptagdo as mudancas qualitativas de
ambientes diferentes, como agua, solo e ar, o que os possibilita viver em todos estes
habitats. Diversas espécies fangicas isoladas de ambientes aquaticos séo
consideradas patogénicas aos humanos e sdo potenciais agentes etioldgicos de

infeccdes fungicas superficiais e sistémicas (KULESZA et al., 2018).

Na Argentina, Branddo et al. (2011) realizaram um estudo para verificar a
diversidade e frequéncia de espécies de levedura no Lago Nabuel Huapi, na
Patagbnia, e verificar a producdo de enzimas extracelulares importantes na
patogenicidade, como urease e protease. Ao todo, obtiveram 149 leveduras,
distribuidas entre 13 géneros e 34 espécies. A espécie Cryptococcus victoriae foi a
mais frequente e diversa em todos os pontos de coleta, representando 34,8% do total
de isolados. Em seguida, ha a levedura Rhodotorula mucilaginosa, representando
26,7% do total. Quanto a producdo enzimatica extracelular, grande maioria das

leveduras apresentou producao de a0 menos uma enzima extracelular ativa.

O estudo de Kulesza et al. (2018) avaliou a diversidade e dinamica de
mudancas na composicao de espécies de levedura do género Candida no rio Lyna,
Polbnia, durante um periodo de observacéo de 20 anos (1989-2010). Nesse periodo,
identificaram um total de 23 espécies de fungo do género Candida. As espécies
Candida albicans e Candida guilliermondii foram frequentemente isoladas durante
todos os anos do estudo e sédo consideradas patogénicas e com propriedades

bioindicativas.
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Medeiros et al. (2012) buscou identificar a qualidade da agua e a diversidade
de leveduras presentes no ambiente aquatico de lagos tropicais e rios pertencentes
a bacia do Rio Doce em Minas Gerais, sudeste brasileiro, nos anos de 2000 e 2001.
Em sua analise, obtiveram 317 isolados de leveduras pertencentes a 21 géneros e
48 espécies dos géneros Candida, Cryptococcus, Debaromyces, Kloekera,
Rhodotorula, Pichia, Aureobasidium, Kodamaea e Metschinikowia, sendo o género
Candida o mais prevalente, com 13 espécies diferentes identificadas (Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida glabrata, Candida
guilliermondii, Candida tropicalis, entre outras), consideradas patdbgenos oportunistas

e um risco a saude dos seres humanos.

Medeiros et al. (2008) também estudou a biodiversidade de leveduras em um
ambiente aquatico do sudeste brasileiro e verificou a presenca de resisténcia a
antifangicos em leveduras oportunistas, em lagos de agua doce. O género mais
prevalente, novamente foi Candida. Cerca de 50% das leveduras encontradas eram
resistentes a itraconazol e anfotericina B e 11% eram resistentes a fluconazol. A
presenca de leveduras resistentes a estes medicamentos antifangicos pode
representar um risco a saude para os individuos utilizando esses lagos para

atividades de lazer.

No estudo de Brandéo et al. (2010), verificando a diversidade de leveduras em
trés lagos no sudeste brasileiro e sua susceptibilidade a antifingicos, os isolados de
leveduras também demonstraram o género Candida como o mais frequente (C.
krusei, C. guilliermondii e C. tropicalis). Destes, 21,7% mostraram-se resistentes a

anfotericina B, 20% resistentes a itraconazol e 2,8% a fluconazol.

Brilhante et al. (2016) investigou a presenca de resisténcia antifingica em
leveduras isoladas do lago Catu, no Ceara, entre marco de 2011 e fevereiro de 2012.
Assim como no estudo de Medeiros et al. (2008), o género mais prevalente foi
Candida. Dentre os 46 isolados de levedura obtidos, 37 eram pertencentes a este
género. 13 isolados se mostraram resistentes aos azéis, o que demonstra que

leveduras ambientais também possuem mecanismos de resisténcia.

Além disso, Brilhante et al. (2011) também identificou presenca de leveduras
do género Candida no camaréao de agua doce Macrobrachium amazonicum, coletado

do rio Amazonas. Destes isolados, 33,3% eram resistentes a fluconazol e itraconazol
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e apresentaram atividades de protease e fosfolipase, enzimas que sao fatores de

viruléncia com importancia significativa na patogénese de Candida spp.

2.4. Fatores de viruléncia de Candida spp.

As leveduras do género Candida sdo os fungos patégenos mais comuns aos
seres humanos. Sendo assim, esses microrganismos dispdem de diversas
caracteristicas no que se refere a sua patogenicidade, possibilitando assim a
realizacdo das etapas de adesdo, invasédo e dano as células do hospedeiro. Os
fatores de viruléncia estdo envolvidos diretamente no processo de fisiopatologia das
leveduras e a realizacdo de pesquisas e estudos explorando esses fatores pode
trazer grandes beneficios a sociedade, possibilitando a criagdo de vacinas e novas
estratégias terapéuticas para o tratamento de infecges fangicas ocasionadas por
estes microrganismos (LIONAKIS; NETEA, 2013).

Dentre os fatores de viruléncia presentes em leveduras do género Candida,
h&d a capacidade de produzir e secretar enzimas hidroliticas, como proteases e
fosfolipases, vistas como essenciais para o processo de invasdo as células do
hospedeiro. As fosfolipases sdo um grupo de enzimas que possuem a capacidade
de hidrolisar as ligacbes de éster nos glicerofosfolipidios, quebrando-os em
moléculas menores, 0 que consequentemente ocasiona a lise da célula. As leveduras
Candida spp. produzem essas enzimas em diferentes proporcdes e estudos
demonstraram que Candida spp. isoladas de amostras sanguineas apresentaram
uma taxa maior na producéo dessa enzima. As proteases, por sua vez, sdo enzimas
mais ativas em pH acido e que clivam ligacdes peptidicas entre dois residuos de
aminoacidos hidrofébicos e sédo descritas como mediadoras imediatas de viruléncia
(CIUREA et al., 2020; LIONAKIS; NETEA, 2013; MOYES; RICHARDSON; NAGLIK,
2015; SINGH et al., 2019).

Além destes, ha a capacidade de adesao e invasdo nas células epiteliais e
endoteliais por meio de endocitose induzida. Esses dois fatores contribuem e
facilitam a disseminacdo dessa levedura e a adesdo também tem um papel
importante para que esses fungos desenvolvam outro fator de viruléncia,

denominado producdo de biofilmes, que também é importante no processo de

patogénese. Biofiimes sdo comunidades complexas de microrganismos, onde 0s
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mesmos se aderem em uma superficie (abidtica ou superficie de mucosa) para
posteriormente dar inicio a uma proliferacdo de suas células. No caso das leveduras,
h& inducdo de formacdo de hifas e a possibilidade de crescimento tanto em
superficies abidticas quanto bidticas. Por exemplo, na estomatite dentéria, esses
fungos fazem uma combinacgédo entre superficies bidticas (mucosa oral) e abioticas
(dente). Outras espécies de Candida, como C. tropicalis, C. glabrata e C.
parapsilosis, produzem biofilme, porém nao produzem hifas verdadeiras. No
desenvolvimento dentro do biofilme, os microrganismos ali presentes se beneficiam
dessa relagdo, pois possuem mais chances de sobreviver em conjunto, h4 maior
disponibilidade de nutrientes, maior resisténcia a fatores ambientais, cooperacao
metabdlica entre os microrganismos, mais chances de aquisicdo de novo material
genético. Além disso, vale ressaltar que a formacdo de biofilmes pode evitar a
penetragdo e difusdo de varios agentes antimicrobianos na célula fungica, tornando-
as menos suscetiveis a medicamentos antifingicos (CIUREA et al., 2020; SAHAL,;
BILKAY, 2018; FANNING; MITCHELL, 2012).

Outro fator de viruléncia presente nessas leveduras € a atividade hemolitica,
processo que permite o crescimento de microrganismos patogénicos nos tecidos do
hospedeiro. Esse crescimento acontece por meio da utilizacdo de proteinas de
ligacdo de ferro como fonte de energia. Dessa forma, a hemoglobina presente no
sangue é uma grande fonte desse mineral para esses microrganismos, sendo a
atividade hemolitica e a utilizacdo de hemoglobina j4 consideradas importantes
fatores patogénicos (LINARES et al., 2007).

Quanto as leveduras da espécie Candida albicans, além dos fatores de
viruléncia citados anteriormente, ha a capacidade de transformacdo de levedura
unicelular em fungo filamentoso durante as infec¢des, o que € considerado critico
para a presenca da patogénese. Para as demais espécies do género Candida, esse
fator ndo é considerado um pré-requisito para presenca de patogenicidade, visto que
espécies de Candida ndo-albicans, como Candida glabrata, por exemplo, é um
importante agente etioldgico para candidiase invasiva em seres humanos, mesmo
nao possuindo a caracteristica de formar hifas (LIONAKIS; NETEA, 2013).

2.5. Antifungicos utilizados no tratamento de Candida
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Os medicamentos antifingicos utilizados atualmente no tratamento de
micoses, inclusive na candidiase, estdo divididos em trés grupos: polienos, azois e
equinocandinas (LI et al., 2018; ZAVREL; WHITE, 2015).

Na década de 1950, houve o grande inicio da geracao de drogas antifungicas
sistémicas, com a aprovagéo do polieno anfotericina B desoxicolato. A classe dos
polienos age ligando-se ao ergosterol presente na membrana plasmatica da célula
fungica, levando ao surgimento de canais na mesma, onde ha perda de ions e
consequente lise da célula. Por outro lado, esses antifungicos também podem causar
danos as células do hospedeiro, ligando-se ao colesterol presente na membrana de
células animais. Apesar de seu potencial toxico, os polienos permanecem como 0s
fungicidas mais eficazes e com mais amplo espectro, dentre todos os antifiungicos
utilizados clinicamente. Contudo, nos anos 1990 houve desenvolvimento de
formulag@es lipidicas de anfotericina B, levando a diminuicdo de efeitos colaterais,
como disfuncéo renal (ODDS; BROWN; GOW, 2003; PERFECT, 2017).

Os derivados azolicos sistémicos foram introduzidos na década de 1970,
primeiramente com o miconazol intravenoso e cetoconazol oral, a primeira geragéao
dessa classe. Assim, iniciaram a sua ascensdo como escolha de primeira linha para
tratar infecgbes fungicas invasivas. Posteriormente, com o aprimoramento de
pesquisas, surgiram a segunda geracao (fluconazol e itraconazol) e terceira geracao
de azéis (voriconazol, posaconazol e isavuconazol). Essa classe de antifingicos
possui 0 mecanismo de ac¢ao voltado para o bloqueio da sintese de ergosterol, tendo
como alvo a enzima citocromo P450 lanosterol 14-a-desmetilase, que interfere no
produto codificado pelo gene Ergll em leveduras. Sendo o ergosterol um
componente fundamental da membrana celular, realizando nas células fungicas
papel similar ao que o colesterol realiza em membranas celulares animais,
interromper sua sintese acarreta desregulacéo na fluidez e perda de integridade da
membrana plasmatica (PERFECT, 2017; REVIE et al., 2018).

A classe das equinocandinas € a mais recente langada na inddstria, nos anos
2000. Estas possuem a vantagem de apresentar pouca toxicidade as células do
hospedeiro, o que contribui bastante para seu uso continuo em hospitais. Isso se
deve ao fato de que as mesmas agem bloqueando a 1,3-B-glucano sintase, proteina
essencial na formacéo da parede celular, regido ausente nas células humanas. Sua

baixa toxicidade, atividade antifungica de amplo espectro e maior seguranca na
23



utilizagéo influenciou para que se tornassem a primeira linha de tratamento para
ambas candidemias, nosocomial e invasiva. Antifangicos presentes nessa classe
séo: caspofungina, micafungina e anidulafungina (PAPPAS et al., 2016; PERFECT,
2017).

2.6. ldentificacédo de leveduras por Biologia Molecular

Os métodos moleculares tornaram-se bastante Uteis para a identificacdo de
agentes patogénicos. A definicdo da espécie de levedura é de extrema importancia,
visto que com este conhecimento, delimita-se o medicamento antifUngico mais
adequado para seu tratamento, levando em consideracdo que cada espécie pode
exibir susceptibilidade antifangica distinta, dentro de um mesmo género
(CENDEJAS-BUENO et al., 2010; LEAW et al., 2006).

A identificacdo rapida de leveduras provenientes de amostras clinicas é
importante para que seja determinada sua medida terapéutica apropriada, bem como
para seu diagnostico imediato. No entanto, esta torna-se uma tarefa complicada
devido ao fato de muitos métodos convencionais utilizados para esta finalidade
serem, por muitas vezes, inconclusivos. Estudos ja relataram a dificuldade em se
obter uma identificac@o precisa de cepas de leveduras ao nivel de espécie utilizando
esses métodos, ja que esses fungos dependem de variaveis como temperatura e
meio de cultura. A falta de inclusdo de espécies fungicas emergentes no banco de
dados de kits de identificacdo disponiveis comercialmente, pode resultar em uma
identificacdo errbnea dos agentes etioldgicos, uma vez que eles sdo delineados para
identificar cepas comuns em amostras clinicas, porém podem falhar na identificacéo
de cepas menos frequentes. Consequentemente, podem ser adotados tratamentos
inadequados, o que contribui para a resisténcia a antifingicos (CENDEJAS-BUENO
etal., 2010; CORNET et al., 2011; HATA et al., 2007; PAUL; KANNAN, 2019).

As técnicas de identificacdo com base molecular possuem grande vantagem,
pois ha uma facilitacdo na identificacdo precisa dessas espécies patogénicas e
melhora na caracterizacéo de cepas. A extracdo do DNA, amplificacéo de regides do
material genético com primers fungicos universais e sequenciamento do amplicon
permite que uma grande variedade de isolados fungicos de amostras clinicas sejam

identificados. Para o reino Fungi, a identificacdo molecular € realizada por meio do
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sequenciamento de regifes ITS. Essas regides sd0 mais promissoras para a
definichio de espécies, devido sua maior variabilidade. Dessa forma, o
sequenciamento da regido ITS mostra-se uma alternativa confiavel e precisa para
0s métodos convencionais de identificacdo, além de ser uma ferramenta eficaz para
diferenciacao de cepas nao frequentes, que por muitas vezes podem ser confundidas
com outras espécies (CENDEJAS-BUENO et al., 2010; IWEN; HINRICHS; RUPP,
2002; LEAW et al., 2006; PAUL; KANNAN, 2019; TAVERNA et al., 2013).

2.7. InfeccBes fungicas e a importancia para a Saude Publica

Nas ultimas décadas, a incidéncia de infec¢cbes flungicas tem crescido
significativamente. As chamadas IFl — infec¢des fangicas invasivas, tornaram-se a
maior causa de morbilidade e mortalidade em individuos debilitados, como pacientes
com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ou pacientes realizando
guimioterapia. As leveduras do género Candida, junto com os filamentosos do
género Aspergillus, sdo as causas mais comuns dessas infec¢des. Mais de 90% das
IFI tendo leveduras como agente etioldgico sdo ocasionadas por apenas seis
espécies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei e
Cryptococcus neoformans. No entanto, essa lista de espécies relatadas continua
crescendo. Assim, faz-se necessario mais estudos acerca de sua identificacdo
molecular e mecanismos de viruléncia, o que pode trazer grandes beneficios para a
sociedade, como novas estratégias terapéuticas para tratar esse problema de saude
publica (CENDEJAS-BUENO et al., 2010; LATOUCHE et al., 1997; LEAW et al.,
2006; LIONAKIS; NETEA, 2013).

Além disso, ha o uso profilatico de antifingicos, antibibticos e esteroides de
amplo espectro pela populagéo, fatores que levaram ao surgimento de resisténcia a
azois, classe de primeira linha para tratamento de infec¢cfes fungicas. A resisténcia
antifingica de fungos emergentes ja € um problema clinico reconhecido
mundialmente e dessa forma, ha grande necessidade de pesquisas que realizem
testes de susceptibilidade, para que haja o manejo clinico ideal, estudos
epidemiologicos detalhados e prevencdo e contencdo de surtos de micoses
(LATOUCHE et al., 1997; PERFECT, 2017; PFALLER; DIEKEMA, 2004).
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar e comparar o perfil de viruléncia de espécies de leveduras clinicas e

ambientais da comunidade ribeirinha do lago do Liméo / Iranduba — Amazonas.

3.2 Objetivos especificos
e Identificar molecularmente as amostras de leveduras em nivel de
espécie;
e Verificar o perfil de susceptibilidade das espécies de leveduras a

antifingicos de uso topico e oral;

e Avaliar os fatores de viruléncia presentes nas espécies de

leveduras;

e Comparar o perfil de viruléncia entre os isolados de leveduras

ambientais e os clinicos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do Estudo
Trata-se de um estudo quantitativo, laboratorial, transversal e descritivo.

4.2 Aspectos Eticos

Este estudo foi conduzido em consonéncia com a Resolugdo 466/2012 do
Ministério da Salde, que trata sobre as recomendacdes Eticas e Legais com
pesquisas envolvendo seres humanos. Este trabalho foi desenvolvido com os
isolados de leveduras previamente obtidos no estudo de Alencar (2017) e Matias
(2015). A pesquisa na qual foram coletados os isolados clinicos obteve a aprovagéo
do Comité de Etica da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), onde encontra-
se aprovado desde 2017, sob o protocolo n° 61618016.0.0000.5020. Por este se
tratar de um novo trabalho, o mesmo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), obtendo aprovacdo também do Comité de Etica da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) sob o protocolo n°® 50562521.1.0000.5020.
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4.3 Procedimentos Metodoldgicos

4.3.1. Cultivo das Amostras

Foram utilizadas neste estudo 48 leveduras. Destas, 38 sdo de amostras
clinicas da microbiota oral de idosos da comunidade Lago do Liméo e 10 leveduras
isoladas de agua de consumo dos idosos residentes no lago. Estas culturas
estavam conservadas sob-refrigeracdo a - 20 °C em Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) suplementado com glicerol e estdo inseridas no acervo da Colecdo de
Fungos da Amazénia — CFAM do Instituto Lebnidas e Maria Deane — ILMD/Fiocruz
Amazobnia. As atividades laboratoriais desse projeto foram desenvolvidas no
laboratorio multiusuario e de Micologia do ILMD — FIOCRUZ Amazénia. As
amostras clinicas foram coletadas durante a realizacdo da dissertacdo de mestrado
da aluna Carol Falcéo (Projeto Condi¢Ges de saude bucal da populacdo idosa em
uma comunidade rural do Amazonas; n° processo CEP 61618016.0.0000.5020) e
cedidas pela mesma, a Colecdo de Fungos da Amazénia do Instituto Lednidas e
Maria Deane — CFAM - ILMD-FIOCRUZ- Amazobnia. Quanto as amostras
ambientais, foram coletadas durante a monografia de Rosiane Matias (Identificacao
de leveduras com potencial patogénico em agua de consumo humano de
comunidades rurais de Iranduba, Amazonas) e gentilmente cedidas pela Dra. Ani

Beatriz Jackisch Matsuura — Laboratorio DMAIS — para compor este trabalho.

As amostras foram reativadas em caldo Yeast Peptone Dextrose (YPD), com
temperatura de 37°C durante 48 horas, sob agitacéo. Finalizado este processo, as
leveduras foram repicadas para placas de Petri contendo meio Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) acrescido de 0,05% de cloranfenicol, para evitar crescimento

bacteriano, sob as mesmas caracteristicas de incubacao citadas anteriormente.

4.3.2. ldentificagdo com Chromagar

Apoés o cultivo em SDA, as amostras de Candida spp. foram submetidas a
repiques em meio CHROMagar Candida, meio seletivo cromogénico. Determinadas
espécies do género Candida produzem suas colénias com coloragdes distintas neste
meio, 0 que torna possivel ndo s6 a identificacdo presuntiva das espécies, como
também a confirmacao da auséncia de possiveis contamina¢des, uma vez que seria

possivel identifich-las devido as coloracdes diferentes (BAUMGARTNER,;
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FREYDIERE; GILLE, 1996; KOEHLER et al., 1999).

4.4. Fatores de Viruléncia

Para a determinagdo do perfil de viruléncia das leveduras, foi avaliada a
presenca de enzimas com participacao importante na patogenicidade. As leveduras
foram repicadas em meios especificos de acordo com a enzima a ser identificada. Foi

avaliada a presenca das enzimas protease, urease, fosfolipase e hemolisina.

Para verificagdo de producéo da enzima protease, foi utilizada a metodologia
de Ruchel e colaboradores (1982), onde culturas de levedura com crescimento de 24
horas a 25°C em Agar Sabouraud Dextrose (SDA) foram inoculadas em 3 pontos
equidistantes em placas de Petri contendo meio Agar Proteinase (mistura de Yeast
Carbon Base - 11,7g; Albumina bovina fracdo V - 2g; Agua destilada esterilizada -
100ml). Apds este processo, as placas foram incubadas a 37°C por até 48 horas e 0
teste € considerado positivo mediante formacédo de halos translicidos ao redor das
colénias, correspondendo a hidrolise de albumina sérica bovina (BSA) no meio
(CARVALHO, 2017).

O teste de urease foi realizado através da semeadura das espécies de levedura
no meio Agar Ureia de Christensen, a 37°C e com observacdes de até sete dias. A
atividade dessa enzima pode ser observada pela mudanca de pH do meio, mudando
a coloracdo amarela para rosada. Considera-se resultado negativo quando a cor do
meio permanece amarela apdés o periodo de incubacdo (LACAZ, 2002; SIDRIM;
MOREIRA, 1999; SIDRIM; ROCHA, 2004).

A atividade hemolitica foi avaliada segundo Linares et al. (LINARES et al.,
2007) com adaptacdes. Sangue de carneiro desfibrinado (7 ml) foi centrifugado a 3200
rpms por 5 minutos e o sobrenadante descartado. As células vermelhas foram
ressuspendidas em 10 ml de PBS e lavadas por centrifugacdo, sendo este processo
repetido trés vezes. Por fim, as células vermelhas do sangue foram ressuspendidas
em 5 ml de PBS e adicionadas a 100 ml de SDA, acrescido de cloranfenicol e 3% de
glicose. Em seguida, uma suspenséao de leveduras foi padronizada com a escala 0,5
de MacFarland e desta solugéo foram retirados 10 yL, que foram colocados no meio

Agar Sabouraud Dextrose, acrescido de 3% glicose e 7% de sangue de carneiro
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desfibrinado. Posteriormente, incubou-se a 37°C por 48 horas. A presenca de halo

translucido indica atividade hemolitica positiva.

A producéo de fosfolipase foi avaliada segundo o método em placa com gema
de ovo (PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982). O meio consiste de Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) acrescido de 17,19 g de cloreto de sédio, 0,16 g de cloreto de
célcio e 9 g de glicose. O meio foi autoclavado e posteriormente, 30% de emulséo de
gema de ovo em solugéo salina foram adicionados de forma asséptica. Em seguida,
3 pocos pequenos foram feitos no meio de cultura e 10 yL da solucao de leveduras
em agua salina foram inseridos em cada poco. A incubagdo foi a 37°C por 48 horas e
toma-se o resultado como positivo quando ha presenca de halos opacos ao redor da

colbnia.

Os testes enzimaticos foram realizados em triplicatas e o valor da zona de

precipitacdo (Pz) foi dado como a média dos diametros avaliados (col6nia / halo +

colonia). A producéo foi classificada de acordo com o valor do Pz em muito forte ++++

(Pz = 0,69), forte +++ (Pz entre 0,70 — 0,79), média ++ (Pz entre 0,80 — 0,89) ou fraca

+ (Pz entre 0,90 — 0,99).

4.5. Perfil de Sensibilidade a Antifungicos

A andlise do perfil de sensibilidade a antifungicos foi realizada de acordo com
a técnica Etest (AB BIODISK, Salna, Suécia). As leveduras foram suspendidas em
uma solucéo salina a 0,85% com sua turbidez ajustada na escala 0,5 de MacFarland.
Apos esse procedimento, 500 ul dessa suspensao foi semeada em trés direcées em
placa de Petri (150 mm) contendo meio Agar RPMI 1640 (1,5%) com 2% de glucose,
com o auxilio de um swab esterilizado. Aguardou-se entdo o periodo de 15 minutos
para evitar o excesso de liquido no meio e aplicaram-se as fitas Etest, colocando
primeiramente na placa de Petri a regido da fita com menor concentragdo de
antifangico. Por fim, incubou-se a 35°C por 24 a 48 horas. Os antifungicos testados
foram itraconazol (0,002 ~ 32 pg/ml), fluconazol (0,016 ~ 256 pg/ml), cetoconazol
(0,002 ~ 32 pg/ml) e anfotericina B (0,002 ~ 32 ug/ml) frente as leveduras obtidas de
amostras clinicas e ambientais. Foi considerado o valor da Concentracao Inibitéria

Minima (CIM), o local de interseccdo do halo de inibicdo (elipse) para cada
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antifngico. O perfil de sensibilidade a cada droga deve ser classificado como
sensivel (S), sensivel dose-dependente (SDD) e resistente (R). As instrucbes para
verificacdo de susceptibilidade in vitro de espécies de Candida foram adaptadas do
documento M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

4.6. Identificagcdo Molecular

Para a confirmacdo de espécies identificadas por método presuntivo
(CHROMagar Candida), foi realizada a identificagdo molecular das leveduras
cultivadas. A extracdo do DNA gendmico se iniciou com uma pré-fase de maceracao
mecéanica com esferas de vidro (beads), seguido do kit DNEasy Blood and Tissue da
Qiagen, conforme recomendacdes do fabricante. O material genético foi amplificado
por meio da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando
iniciadores flanqueando alvos desde a regido 3’ do gene 18S rRNA até a regido 5
do gene 28S rRNA, que corresponde ao espacador interno transcrito (ITS) ITS1 —
5,8S — ITS2. Esta regiédo foi escolhida por ser o marcador oficial para 0o DNA Barcode

de Fungos.

O perfil de termociclagem utilizado para a regido ITS foi realizado segundo
Alves et. al. (ALVES; CAMARGO; GOULART, 2010), o qual consiste em uma
desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacéo a
94°C por 1 minuto, anelamento dos primers a 63°C por 1 minuto e extenséao a 72°C
por 1 minuto, finalizando com uma etapa de extenséo final a 72°C por 5 minutos. Os
primers utilizados foram ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3).

As amplificacbes da regido ITS de cada cultura foram confirmadas por
eletroforese em gel de agarose, corado com GelRed. Os fragmentos amplificados
correspondentes a toda regido ITS1 - 5,8S — ITS2 foram purificados para remocéao de
reagentes nao incorporados durante o processo de amplificacdo e posteriormente,
submetidos a reacdo de sequenciamento nucleotidico pela técnica de Sanger na
plataforma de genémica do Laboratorio Tematico de Biologia Molecular — LTBM,
localizado no Instituto Nacional de Pesquisa na Amazonia — INPA. Apoés esta etapa,
os eletroferogramas foram utilizados para construcao de contigs e montagem final de

cada sequéncia, com auxilio de softwares de bioinformatica, sendo por fim revisados
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manualmente. As sequéncias obtidas foram submetidas a identificacdo a nivel de
espécie por meio de comparacado destas com sequéncias depositadas no banco de

dados GenBank.

4.7. Andlise Estatistica

Os dados foram avaliados pelo programa R 4.1.2 e RStudio 1.1.4

(https://lwww.r-project.org/) com varios pacotes (tidyverse, epiDisplay, gridExtra e

sjPlot). Os dados foram tabulados em Microsoft Excel 2007 e a analise estatistica
consistiu na apresentacdo dos resultados em numeros absolutos, percentuais e
médias. A andlise da relacdo entre o perfil de patogenicidade (producao enzimética)
dos grupos de leveduras clinicas e ambientais foi verificada através do Teste Exato
de Fisher e Qui-quadrado de independéncia (c2). O nivel de significancia adotado em
todos os testes foi de 5%, ou seja, considera-se estatisticamente significante quando
p<0,05.

5. FINANCIAMENTO

A pesquisa foi coordenada pelo Instituto Lebnidas e Maria Deane
(ILMD/Fiocruz Amazonia), com apoio financeiro do governo do Estado, através da

Fundacgédo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Identificac@o presuntiva com Chromagar Candida

Todas as 48 leveduras, ambientais e clinicas, obtiveram crescimento no meio
Chromégar Candida. Apds 48 horas foi realizada a leitura das placas, onde foi obtida
uma variedade de coloracbes, sendo algumas destas consideradas espécie-
especificas. Em alguns casos onde a coloragdo se encontrava fraca, a leitura foi feita
apos 72 horas do repique. Dessa forma, através do cultivo em meio Chromagar
Candida, foi possivel identificar presuntivamente 29 isolados, sendo a maioria
Candida ndo-albicans: 11 leveduras apresentaram crescimento com coloracao que vai
do rosa ao lilas, com o centro mais escuro que as bordas e com o aspecto brilhante.
Estas foram identificadas como Candida glabrata (23%). 11 isolados cresceram em
tonalidade rosa claro/palido, com coldnias opacas, identificadas como Candida
parapsilosis (23%), 4 tiveram o crescimento em tom azul acinzentado, centro mais
escuro e halos em tom roxo, sendo estas classificadas como Candida tropicalis (8%)
e 3 cresceram em tom verde maga, identificadas como Candida albicans (6%). Os
demais isolados foram encaminhados para serem identificados diretamente através
de Biologia Molecular, tendo em vista que cresceram em tonalidade creme e / ou

branca, ndo sendo possivel sua identificacdo presuntiva em Chromagar Candida.
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Figura 1 - Crescimento de leveduras em meio Chromagar Candida. A) Candida glabrata com
72 horas de cultivo, tonalidade rosa/ lilas. B) Candida albicans com 48 horas de cultivo,
tonalidade verde macéa. C) Candida parapsilosis com 48 horas de cultivo, coloracéo rosa claro
/ palido. D) Candida tropicalis com 72 horas de cultivo, tonalidade azul acinzentada.

6.2. Identificacao por Biologia Molecular

Neste trabalho, foram identificadas 45 leveduras a nivel de espécie, sendo 41
destas identificadas através de biologia molecular e 4 identificadas presuntivamente
através do meio Chromagar Candida e por meio do comprimento de banda de DNA
visualizado em eletroforese em gel de agarose, com cerca de 630 pb. Até 0 momento
em que esta dissertacao foi desenvolvida, ndo foi possivel a identificacdo molecular
de 3 leveduras, devido ao novo aumentos de casos de Covid-19 na cidade de Manaus-
Amazonas.

Ao todo, foram identificadas 3 Candida albicans (6,6%), 15 Candida glabrata
(33,3%), 11 Candida parapsilosis (24,4%), 4 Candida tropicalis (8,8%), 6 Meyerozyma
guilliermondii (13,3%), 2 Meyerozyma caribbica (4,4%), 1 Candida metapsilosis
(2,2%), 1 Saccharomyces cerevisiae (2,2%), 1 Kodamaea ohmeri (2,2%) e 1
Lodderomyces elongisporus (2,2%). Alguns isolados aqui citados foram identificados
na plataforma NCBI-Blast com o seu nome teleomorfo. Segundo o novo padrdo M64
— Implementacdo de mudancas taxonémicas, desenvolvido pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Stantard Institute), sera recomendado a adicdo de uma nota informando o
nome anamorfo / teleomorfo da levedura, quando mais conhecido por clinicos. Dessa
forma, Meyerozyma guilliermondii também pode ser identificada por seu nome
anamorfo, Candida quilliermondi; Meyerozyma caribbica possui nomenclatura

anamorfa Candida fermentati; Kodamaea ohmeri pode ser identificada pelo nome
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anamorfo Candida guilliermondii var membranifaciens. Quanto a espécie
Lodderomyces elongisporus, esta costumava ser considerada a forma teleomorfa
(sexual) de Candida parapsilosis. No entanto, sequenciamentos do gene RNA
ribossomal revelaram que na verdade, trata-se de uma espécie distinta (AL-OBAID et
al., 2018; JAMES; COLLINS; ROBERTS, 1994).

Neste trabalho, espécies Candida ndo-albicans foram mais predominantes em
relacdo a C. albicans, corroborando com estudos anteriores (MOHANDAS; BALLAL,
2011; NEGRI et al, 2009; SILVA et al, 2019; TAEl;, CHADEGANIPOUR,;
MOHAMMADI, 2019). Até recentemente, Candida albicans era reconhecida como a
mais comum espécie causadora de candidiase. Entretanto, nas ultimas décadas foi
possivel verificar uma troca progressiva desta espécie com as de Candida néao-
albicans, especialmente C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei (LATHA et. al., 2011;
SEYOUM; BITEW; MIHRET, 2020).

Além disso, C. glabrata foi a levedura mais prevalente entre as espécies de
Candida nao-albicans. Este dado corrobora com o estudo de Negri et. al. (2009) no
gual um total de 70 isolados do género Candida foram obtidos de um hospital
universitdrio em Maringa - Parana, com espécies Candida ndao-albicans
representando mais da metade dos isolados identificados. Resultados semelhantes
também foram reportados no estudo de Taei et. al. (2019) no Ird, onde C. glabrata foi
a levedura de espécie nao-albicans mais frequente. Em contrapartida, Mohandas e
Ballal (MOHANDAS; BALLAL, 2011) obtiveram uma maior frequéncia de C. krusei
entre os isolados Candida ndo-albicans obtidos de amostras clinicas de um hospital

na india.

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose. Amplificacdo das regides ITS1 e
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ITS4. Em vermelho, a levedura 1449 da espécie Candida glabrata.

6.3. Fatores de Viruléncia - Producédo enzimatica

Todas as leveduras, ambientais e clinicas, foram avaliadas quanto a sua
capacidade de producdo de enzimas relacionadas aos fatores de viruléncia, sendo
estas: ureases, fosfolipases, proteases e hemolisinas. Do total de 48 leveduras, 37
(77%) demonstraram capacidade de produzir ao menos uma enzima hidrolitica,
enzimas consideradas fatores determinantes na patogenicidade. De modo geral, mais
da metade das leveduras testadas tiveram resultado positivo para producédo de
hemolisinas (68,7%), 47,9% produziram proteases, 16,6% foram capazes de produzir
fosfolipases e todas obtiveram resultado negativo no teste de ureases. Os resultados
por espécie para cada respectivo teste estdo expostos na tabela 1; A analise dos
resultados por grupo distinto (isolados clinicos e ambientais) estdo inseridos no

quadro 1.

Tabela 1 — Producéo enzimatica por espécie e origem (clinica ou ambiental). Valores da Zona

de Precipitagédo (Pz) para as enzimas fosfolipase, hemolisina e protease.

Cddigo Espécie Fosfolipase Hemolisina Protease
CFAM 1449 C. glabrata 0,13 0,5 0,625
CFAM 1450 C. tropicalis - 0,625 0,6
CFAM 1451 C. glabrata - 0,55 0,4
CFAM 1452 C. tropicalis - 0,53 -
CFAM 1453 C. parapsilosis - - -
CFAM 1454 C. glabrata - 0,63 0,33
CFAM 1455 C. glabrata - 0,6 -
CFAM 1456 C. parapsilosis - - -
CFAM 1457 C. tropicalis - 0,5 -
CFAM 1458 C. albicans - 0,5 0,28
CFAM 1459 C. tropicalis - 0,72 0,66
CFAM 1460 S. cerevisiae 0,36 0,5 0,6
CFAM 1461 C. glabrata - 0,625 0,6
CFAM 1463 C. glabrata - - 0,72
CFAM 1464 C. glabrata 0,78 0,45 -
CFAM 1465 C. glabrata - 0,5 0,71
CFAM 1466 C. glabrata - 0,61 0,5
CFAM 1467 - - 0,71 -
CFAM 1468 C. albicans 0,5 0,5 -
CFAM 1469 - - 0,69 0,33
CFAM 1470 C.metapsilosis - - -
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CFAM 1471 C. albicans - 0,428 0,4
K. ohmeri (anamorfa Candida

CFAM 1473 guilliermondii - 0,57 -
var membranifaciens)
M. caribbica
CFAM 1476.L (anamorfa C. fermentati) 0.28 i i
CFAM 1476.R C. parapsilosis - - 0,4
M. guilliermondii
CFAM 1477 (anamorfg C. guilliermondii) i 0.5 i
CFAM 1478 C. glabrata 0,6 0,5 0,5
CFAM 1479 C. glabrata - 0,53 0,4
CFAM 1480 C. glabrata - 0,54 0,25
CFAM 1481 C. parapsilosis - - -
CFAM 1482 C. parapsilosis - - 0,42
CFAM 1483 C. parapsilosis - - -
CFAM 1484 C. glabrata - 0,66 -
CFAM 1485 C. parapsilosis - - -
CFAM 1486 C. glabrata - 0,55 -
CFAM 1487 C. glabrata - 0,6 0,25
CFAM 1488 C. parapsilosis - - -

M. guilliermondii

CFAM 1489 (anamorfa C. guilliermondii) i i i

Cé L. elongisporus 0,7 0,625 0,5
M. caribbica
C7 (anamorfa C. fermentati) i 0.5 i
M. guilliermondii

C8 (anamorfa C. guilliermondii) } 0,53 J
C9 C. parapsilosis 0,7 0,5 0,4
C13 C. parapsilosis - - -
C16 C. parapsilosis - 0,5 0,5
c17 M. guilliermondii ) 05 i

(anamorfa C. guilliermondii)
M. guilliermondii

c18 (anamorfa C. guilliermondii) ) 0.5 0.44

C23 - - - -
Co7 M. guilliermondii ) i i
(anamorfa C. guilliermondii)

Legenda — CFAM 1449 a 1489: leveduras provenientes de amostras clinicas; C6 a C27:

leveduras de amostras ambientais; (-) = leveduras negativas para o respectivo teste.



Quadro 1 — Resultados dos testes enzimaticos com leveduras clinicas e ambientais

Local de coleta
Variaveis Leveduras Clinicas Leveduras Ambientais _valor
n =38 (%) n = 10 (%) P
PROTEASE 19 (50.0) 4 (40.0) 0.8
Muito Forte 5(13.1) 4 (40.0)
Forte 14 (36.8) -
NEG 19 (50.0) 6 (60.0)
FOSFOLIPASE 6(15.7) 2(20.0) 04
Muito forte 5(13.1) -
Forte 1(2.6) 2(20.0)
NEG 32(84.2) 8(80.0)
HEMOLISINA 26 (68.4) 7 (70.0) >0.9
Muito Forte 23 (60.5) 7 (70.0)
Forte 3(7.8) -
NEG 12 (31.5) 3(30.0)

Legenda — NEG: negativo. p-valor do teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher.

Nivel de significancia = < 0,05.

Ressalta-se que a regido amazbnica é bem extensa e com diversas
caracteristicas tanto em seu clima quanto em corpos d’agua e solo. Por ser tdo vasta,
h& lacunas de conhecimento quanto aos microrganismos presentes nesses ambientes
e sua real capacidade de viruléncia, envolvida nos processos infecciosos. Neste
estudo, os valores obtidos no teste Exato de Fisher e Qui-quadrado mostram que néo
houve diferenca estatistica significativa entre a producdo de fatores de viruléncia
(enzimas hidroliticas e atividade hemolitica) de leveduras com origem clinica e
ambiental, com p valores > 0,05, ultrapassando o nivel de significancia. Dessa forma,
entende-se que as leveduras ambientais também possuem capacidade de produzir
enzimas importantes na patogenicidade, assim como leveduras de origem clinica.

A presenca de produgdo enzimatica em leveduras ambientais tem sido
reportada em estudos anteriores. Brand&o e colaboradores (2011), realizaram testes
para verificar a producao de urease, protease e amilase de leveduras ambientais
isoladas do lago Nahuel Huapi, na Argentina. De 148 isolados, 82% foi capaz de
produzir ao menos uma das enzimas testadas. Ja no estudo de Carrasco et. al. (2012),
onde foram isoladas leveduras ambientais do solo e de um lago em uma ilha na
Antartida, todas as culturas produziram ao menos uma das enzimas hidroliticas nos

testes. No Brasil, Gomes e colaboradores (2015) isolaram leveduras de um tanque de
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agua onde eram cultivadas bromélias da espécie Vriesea minarum em Minas Gerais.
Do total de 352 isolados, 282 mostraram pelo menos uma atividade enziméatica
positiva, sendo a atividade proteolitica a de maior destaque.

33 leveduras (69%) testadas neste trabalho obtiveram producdo de
hemolisinas, com destaque para Candida albicans e Candida glabrata (valores Pz de
0,42 e 0,45 respectivamente - atividade muito forte), tendo estas leveduras uma
probabilidade maior de ocasionar infec¢des fungicas. Ao separarmos as leveduras em
seus respectivos grupos, 68,4% dos isolados clinicos e 70% das leveduras ambientais
foram capazes de produzir esta enzima, respectivamente. Destas, 94% obtiveram
atividade hemolitica classificada como muito forte (Pz < 0,69) e 6% tiveram atividade
considerada forte (Pz entre 0,70 — 0,79). A maior parte das cepas de Candida
parapsilosis e 2 cepas de Meyerozyma guilliermondii (anamorfa Candida
guilliermondii) ndo foram capazes de desenvolver atividade hemolitica positiva,
corroborando com outros estudos (ROSSONI et al.,, 2013), o qual comparou a
atividade hemolitica entre espécies Candida albicans e Candida n&o-albicans.

Quanto a producdo de protease, 23 leveduras (48%) foram consideradas
positivas, sendo 91,3% destas com atividade fortemente positiva (Pz < 0,69) e 8,7%
com atividade considerada forte (Pz entre 0,70 — 0,79). A respeito dos valores de cada
grupo, 50% das leveduras clinicas produziram proteases e 0s isolados ambientais,
40%. Novamente, as leveduras Candida albicans e Candida glabrata destacaram-se
(Pz 0,28 e 0,25, respectivamente - atividade muito forte), consequentemente,
possuem mais probabilidade de ocasionar infecgcdes. Nossos resultados foram
similares ao de Silva e colaboradores (2019), os quais tiveram 57,1% de suas
leveduras testadas positivas para proteases e C. glabrata com maior producdo desta
enzima. Entretanto, Andreola et. al. (2016) verificou 97% de cepas produtoras de
protease em seu estudo com leveduras Candida de origem clinica.

Neste trabalho, a grande maioria das leveduras testadas mostraram-se
incapazes de produzir fosfolipases ( 83,3%), enquanto 16,6% obtiveram resultado
positivo no teste, sendo que 62,5% destas foram avaliadas como atividade muito forte
(Pz =< 0,69) e 37,5% foram avaliadas como atividade forte (Pz entre 0,70 — 0,79).
Quando analisamos os grupos de maneira distinta, 20% de leveduras ambientais e
15,7% das leveduras clinicas foram positivas neste teste. Quanto as espécies que

mais se destacaram, estdo Candida glabrata e Meyerozyma caribbica (Pz 0,13 e 0,28,
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respectivamente — atividade muito forte). No estudo de Silva et. al. (2019), foram
obtidos resultados similares, com prevaléncia de 71,4% de resultados negativos para
fosfolipases. J4 no estudo de Andreola e colaboradores (2016), onde buscavam
comparar a producdo de fosfolipases e proteases entre leveduras Candida, foi
constatado 33% de cepas produtoras de fosfolipases.

Quanto a enzima urease, ndo houve leveduras capazes de produzi-la neste
trabalho, obtendo assim resultado negativo para todas as amostras de ambos os
grupos. Dados semelhantes foram encontrados em estudos realizados recentemente
(BESSA et. al., 2020; SILVA et. al., 2019), onde ambos verificaram a producao de
enzimas hidroliticas em leveduras Candida provenientes da cavidade oral de idosos.
Além disso, estudos também relataram que a maior parte de leveduras responsaveis
por causar doencas no homem sdo negativas para esta enzima (RUTHERFORD,
2014; SILVA et al., 2019).

¥

A\

Figura 3 - Testes enzimaticos positivos. A) Producido de protease em meio Agar protease,
teste positivo. Presenca de halos translicidos ao redor das coldnias. B) Teste positivo para
producdo de fosfolipase, em meio Agar Gema de Ovo. Presenca de halos opacos ao redor
das colénias. C) Producéo de hemolisina em meio Agar Sabouraud suplementado com 7% de
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sangue de carneiro, levedura com atividade hemolitica positiva. H& presenca de halos ao
redor das col6nias, caracteristicos de hemdlise.

6.4. Concentrac¢ao Inibitoria Minima (MIC)

Foram realizados testes de sensibilidade a antifingicos (ETEST) com o total
de 48 leveduras. Os antifungicos testados foram dos seguintes grupos: Azois
(itraconazol, cetoconazol e fluconazol) e polienos (anfotericina B). De 48 leveduras,
30 (72,9%) apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antifingicos testados,

representando mais da metade dos microrganismos.

Todas as leveduras demonstraram sensibilidade a anfotericina B, sendo este o
antifingico que apresentou maior eficacia, obtendo-se espectro de inibicdo de
0,094ug/mL a 1lpg/mL. Para cetoconazol, 30 se mostraram resistentes a este
antifangico (62,5%), enquanto 4 leveduras (8,3%) foram sensiveis e 14 (29,2%) foram
sensiveis dose-dependentes, com a concentracao inibitéria minima (MIC) obtendo
variagao de 0,094pg/mL a 16ug/mL. Quanto ao itraconazol, 34 leveduras mostraram
resisténcia (70,8%), sendo este o antifingico menos eficaz dentre os testados. 2 se
mostraram sensiveis (4,1%) e 12 foram sensiveis dose-dependentes (25%), com a
concentracdo inibitéria minima (MIC) variando de 0,125pg/mL a 8 pg/mL. Para
fluconazol, 31 leveduras testadas demonstraram resisténcia (64,6%), 11 leveduras
(22,9%) foram sensiveis a este antifingico e 6 foram sensiveis dose-dependentes
(12,5%), com a concentracdo inibitéria minima (MIC) variando de 1,5ug/mL a
128pg/mL.

Tabela 2 - Resultados da Concentragéo Inibitéria Minima (MIC) em pg/mL, por espécie

Espécie Agente MICs

(nimero de cepas) antifungico (ug/mL) = Sbib X
Itraconazol 15~14 - - 3

: Fluconazol 64 ~ 96 - - 3

C. albicans (3) Cetoconazol 8~12 - - 3
Anfotericina B 0,19 ~ 0,25 3 - -
Itraconazol 2~8 - - 15
Fluconazol 64 ~128 - - 15
C. glabrata (15) Cetoconazol 8~ 16 - - 15
Anfotericina B 0,25 ~ 0,75 15 - -

C. parapsilosis  Itraconazol 0,38 ~ 0,75 - 9 2
(11) Fluconazol 4~16 6 3 2
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Anfotericina B

Cetoconazol 0,25 ~0,5 - 11 -

Anfotericina B 0,75~1 11 - -

ltraconazol 1~2 - - 4

T Fluconazol 64 ~ 96 - 4

C. tropicalis (4) Cetoconazol 8 ~16 - - 4

Anfotericina B 0,75 ~1 4 - -

ltraconazol 0,75~ 3 - 1 5

M. guilliermondii  Fluconazol 6~24 2 1 3

(6) Cetoconazol 0,094 ~ 1,5 2 3 1

Anfotericina B 05~1 6 - -

ltraconazol 1~-2 - - 2

- Fluconazol 64 - - 2

M. caribbica (2) Cetoconazol 2 - - 2

Anfotericina B 1 2 - -

ltraconazol 0,19 1 - -

I Fluconazol 8 1 - -

C. metapsilosis (1) Cetoconazol 0,19 1 - -

Anfotericina B 0,5 1 - -

Itraconazol 1,5 - - 1

. Fluconazol 64 - 1

S. cerevisiae (1) Cetoconazol 1 i i 1

Anfotericina B 1 1 - -

ltraconazol 0,5 1 -

. Fluconazol 24 - 1 -

K. ohmeri (1) Cetoconazol 1 - - 1

Anfotericina B 0,25 1 - -

ltraconazol 0,38 - 1 -

L. elongisporus (1) Fluconazol 15 1 - -

) 9Isp Cetoconazol 0,19 1 - -

Anfotericina B 0,094 1 - -

ltraconazol 1,5 - i 1

CEAM 1467 Fluconazol 24 - 1 -
Cetoconazol 0,50 - 1

Anfotericina B 0,25 1 -

ltraconazol 1 - - 1

CFAM 1469 Fluconazol 9? ) ) i
Cetoconazol ) -

Anfotericina B 0,094 1 - -

ltraconazol 0,122 1 - -

C 23 Fluconazol - )

Cetoconazol 0,12i i - -

Legenda: S = sensivel; SDD = sensivel dose-dependente; R = resistente.

Ao analisarmos a tabela 2, verificamos que trés espécies do género Candida
demonstraram resisténcia a trés dos antifungicos testados, com excecdo apenas de
anfotericina B. Foram estas: C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Dentre estas,
todas as cepas testadas foram resistentes ao itraconazol, cetoconazol e fluconazol,
demonstrando assim resisténcia a todos os antifingicos do grupo azois. Resultados
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similares foram obtidos no estudo de Song et. al. (SONG et al., 2015), onde todas as
espécies C. glabrata foram resistentes ao itraconazol. Além disso, a variacdo da
concentragdo inibitéria minima (MIC) de C. glabrata foi maior que a de C. albicans,
acontecimento ja relatado em outros estudos (SANITA et al., 2013). Trabalhos tém
reportado a baixa sensibilidade desta espécie aos antifiUngicos azois, especialmente
ao fluconazol. Ha, ainda, a possibilidade de desenvolver resisténcia antifingica
rapidamente em resposta a sua exposi¢ao aos azoéis (BYUN et al., 2018; JENSEN et
al., 2015; PFALLER et al., 2003).

Figura 4 - Leitura da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) pelo método Etest. A) Etest com
os antifingicos anfotericina B ( MIC de 0,50ug/mL) e resisténcia ao cetoconazol. B) presenga
de resisténcia aos antifungicos itraconazol e fluconazol. C) concentracdes inibitérias minimas
de 1 ug/mL e 0,50ug/mL aos antifingicos anfotericina B e cetoconazol, respectivamente. D)
valores MIC respectivos de 24 pg/mL e 0,50 pg/mL aos antifungicos fluconazol e itraconazol.
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Quadro 2 — Resultados da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) por grupo

MIC (ug/mL)
Variaveis Leveduras Clinicas  Leveduras Ambientais
n =38 (%) n =10 (%)
Cetoconazol 0,094 - 16 0,19-2
s 2(5.2) 2 (20.0)
SDD 9(23.6) 5(50.0)
R 27 (71.0) 3(30.0)
Fluconazol 8-128 1,5-16
S 5(13.1) 6 (60.0)
SDD 5(13.1) 1(10.0)
R 28 (73.7) 3(30.0)
Itraconazol 0,125-8 0,19-0,75
s 1(2.6) 1(10.0)
SDD 8(21.0) 4 (40.0)
R 29 (76.3) 5(50.0)
Anfotericina B 0,094 -1 0,094 -1
S 38 (100.0) 10 (100.0)
R - -

Legenda: S = sensivel; SDD = sensivel dose-dependente; R = Resistente.

Ao analisarmos os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) por
grupos distintos, de modo geral, o grupo de leveduras ambientais teve um perfil de
susceptibilidade maior a todos os antifungicos utilizados no Etest, quando comparadas
as leveduras isoladas de amostras clinicas. Mais da metade dos isolados ambientais
demonstraram sensibilidade: 70% foram sensiveis ou sensiveis dose-dependentes ao
cetoconazol e fluconazol, com MIC variando de 0,19 a 2 ug/mL e 1,5 a 16 pg/mL,
respectivamente; 50% demonstraram sensibilidade ou foram sensiveis dose-
dependentes ao itraconazol, com concentracédo inibitéria minima variando de 0,19 a
0,75 pg/mL e todas foram sensiveis a anfotericina B, com MIC de 0,094 a 1 pg/mL.

Quanto ao grupo de leveduras clinicas, todas estas também foram sensiveis
ao antifungico anfotericina B (100%), com variacdo da concentracao inibitéria minima
de 0,094 a 1 ug/mL, semelhante ao resultado obtido no grupo de amostras ambientais.
Entretanto, para os outros antifiungicos, a quantidade de isolados sensiveis ou
sensiveis dose-dependentes foi relativamente menor, diferenciando-as do grupo de
leveduras ambientais. O itraconazol foi o antifingico que menos inibiu o crescimento
dentre os testados, com 76,3% de leveduras clinicas apresentando resisténcia. Para
leveduras sensiveis ou sensiveis dose-dependentes a porcentagem foi 23,6% e o MIC

obteve variacdo de 0,125 a 8 pug/mL. Para fluconazol, 73,7% dos isolados clinicos
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foram resistentes e 26,3% demonstraram sensibilidade ou foram sensiveis dose-
dependentes, com variacdo MIC de 8 a 128 ug/mL. Em seguida, esta o antifungico
cetoconazol, com mais da metade das culturas clinicas apresentando resisténcia
(71%), 29% apresentando sensibilidade ou sensivel dose-dependente e variacdo da
concentracao inibitéria minima de 0,094 a 16 pg/mL.

Verificando o quadro 2, € possivel perceber que as leveduras de origem
ambiental sensiveis aos antifingicos testados possuem uma variacdo da
concentragao inibitéria minima (MIC) menor, em relacdo ao grupo de leveduras
clinicas (exceto para anfotericina B, onde o resultado foi igual para ambos os grupos).
Pode-se perceber que, para essas leveduras especificamente, € necessaria uma
concentragcdo menor de antifingico para que ele funcione e iniba o crescimento
desses microrganismos. Para os isolados clinicos, o MIC tem variagdo mais ampla,
sendo necessaria uma concentragdo maior do antifangico para que o mesmo
funcione. Tal situacdo pode ocorrer devido ao fato de que as pessoas acometidas com
infeccbes ocasionadas por leveduras iniciam o tratamento com o antifingico
determinado para tal doenca, entretanto o abandonam antes do periodo prescrito
(PFALLER; DIEKEMA, 2004; ROBBINS et al., 2017). Isso pode levar os
microrganismos a adquirirem maior resisténcia aos medicamentos, o que pode
explicar também a porcentagem maior de leveduras clinicas resistentes nos testes
realizados neste trabalho.

Dos antifungicos estudados, fluconazol e itraconazol sao os de uso clinico mais
comum para tratamento de infec¢gdes, muitas vezes devido ao seu custo relativamente
menor quando comparado aos outros grupos. Ambos sdo da classe dos azdis,
antifingicos que atuam inibindo a enzima lanosterol 14-a-esterol demetilase,
fundamental na sintese de ergosterol, um componente fundamental da membrana
plasmatica fangica. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho indicam que o
antifngico mais eficaz para tratamento de infec¢cées que tenham leveduras como
agentes etioldgicos é anfotericina B, o qual inibiu o crescimento de 100% dos fungos

testados, sendo este portanto um medicamento com bom custo-beneficio e eficacia.
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7. CONCLUSAO

Nosso estudo confirmou através de identificacdo molecular que as leveduras
Candida ndo-albicans foram predominantes em relacéo as Candida albicans, sendo a
espécie Candida glabrata a mais frequente.

A grande maioria das leveduras testadas foi capaz de produzir a0 menos uma
enzima envolvida no processo de patogenicidade. Destacamos que mais da metade
das leveduras de ambos 0s grupos, clinico e ambiental, obtiveram atividade hemolitica
considerada muito forte. Essa caracteristica também foi verificada para as proteases,
onde a maior parte de leveduras proteases positivas tiveram atividade muito forte.

Candida glabrata e Candida albicans tiveram destaque nos resultados de
producdo enzimatica, com resultados Pz muito fortes. Esses resultados podem inferir
gue essas espécies possuem maior probabilidade de causar infecgbes fungicas no
homem.

Dentre os antifungicos testados, anfotericina B foi o mais eficaz, enquanto
itraconazol foi o antifingico com menor eficacia e maior porcentagem de resisténcia
entre os isolados. Além disso, todos os azois (fluconazol, itraconazol, cetoconazol)
tiveram uma grande porcentagem de resisténcia por parte das leveduras.

As leveduras provenientes de amostras ambientais mostraram uma variagao de
concentracdo inibitéria minima menor em relacdo aos isolados clinicos. Também
obtiveram perfil de susceptibilidade maior aos antifungicos.

Candida albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata mostraram resisténcia
a todos os antifungicos do grupo azdéis.

N&o houve diferenca estatistica significativa entre a producéo de fatores de
viruléncia de leveduras clinicas e ambientais. Portanto, ressalta-se a necessidade de
gue mais estudos acerca da producdo enzimatica e perfil de sensibilidade a
antifingicos de microrganismos ambientais sejam realizados, de maneira a conhecer

seu perfil de viruléncia e capacidade de causar doencas no homem.
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