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RESUMO

Fungos na cavidade oral estdo geralmente presentes no ser humano na forma
comensal, mas podem vir a estabelecer uma infeccdo. Sabe-se que ndo depende
somente das condi¢cdes de saude do paciente, mas que as leveduras participam
ativamente desse processo através de mecanismos que sdo chamados de fatores de
viruléncia. Neste estudo leveduras pertencentes a Colecdo CFAM ILMD/Fiocruz
Amazonia provenientes da cavidade oral, foram caracterizadas quanto a formacéao de
biofilme, a susceptibilidade a anidulafungina e resisténcia a fagocitose. Para a
avaliacao do biofilme, células foram inoculadas (1 algcada de 10uL) em um tubo Falcon
contendo 10mL de caldo Sabouraud com glicose a 8% e incubados a 35°C durante
24h. As suspensdes foram vertidas, lavadas e coradas com solucéo a 1% de safranina
e entdo examinados e classificados como negativo (N), positivo forte (PFo), positivo
moderado (PM) e positivo fraco (Pfr). Para o teste de susceptibilidade a
anidulafungina, foi utilizado Etest seguindo as recomendac¢des do fabricante. Foram
testadas 37 leveduras sendo 15 C. glabrata, 7 C. parapsilosis, 4 C. tropicalis, 3 C.
albicans e 1 C metapsilosis; além de 3 Kodamaea ohmeri, 2 Meyerozyma
guilliermondii, 1 Meyerozyma caribbica e 1 Saccharomyces cerevisiae. Para o teste
de resisténcia a fagocitose foram utilizadas células THP-1 ativadas (macréfagos) e as
10 cepas que mais se destacaram na formacado do biofilme e na falta de sensibilidade
ao antifingico. Houve formacao de biofilme por todas as cepas, sendo a C. tropicalis
(4/4) e K. ohmeri (3/3) as mais expressivas com todas suas cepas apresentando
resultado PFo. A C. glabrata apresentou 6/15 PFo e C. parapsilosis apresentou 5/7
cepas PFo. A espécie M. guilliermondii apresentou 1/2 cepa PFo. A maioria das
leveduras foram sensiveis ao antifingico com MICs < 2 pg/mL, com excec¢éo de 3
cepas: 1 C. parapsilosis, 1 M. guilliermondii e 1 K. ohmeri. As cepas de K. ohmeri
também apresentaram as menores médias de células fagocitadas e estatisticamente
apresentaram uma resisténcia a fagocitose semelhante as cepas de espécies
comumente envolvidas em fungemia. Apesar da anidulafungina ser um antifingico de
Gltima geracdo os resultados mostraram cepas com falta de sensibilidade, dessa
forma indicando que h& a necessidade de avaliagdo dos antifingicos para ter a melhor
estratégia de tratamento. Portanto, as cepas estudadas séo fungos oportunistas que
apresentam caracteristicas de viruléncia com potencial para a colonizacdo de
dispositivos invasivos e merecem atencédo, especialmente as cepas de espécies de
leveduras consideradas emergentes.

Palavras-chave: Fungo-boca; Candida; Fagocitose; Biofilme.



ABSTRACT

Fungi in the oral cavity are usually present in humans in the commensal form, however
they can come to establish an infection. It is known that it does not depend only on the
patient's health conditions, but that yeasts actively participate in this process through
mechanisms which are called virulence factors. In this study, yeasts from the oral
cavity, which belong to the Collection CFAM ILMD/Fiocruz Amazbnia, were
characterized in terms of biofilm formation, susceptibility to anidulafungin and
resistance to phagocytosis. For the biofilm evaluation, cells were inoculated (1 loop of
10uL) in a Falcon tube containing 10mL of Sabouraud broth with 8% glucose and
incubated at 35°C for 24h. The suspensions were poured, washed and stained with
1% safranin solution and then examined and classified as negative (N), strong positive
(PFo), moderate positive (PM) and weak positive (Pfr). In order to test the
anidulafungin  susceptibility, Etest was wused following the producer's
recommendations. 37 yeasts were tested, being 15 C. glabrata, 7 C. parapsilosis, 4 C.
tropicalis, 3 C. albicans, 1 C. metapsilosis; 3 Kodamaea ohmeri, 2 Meyerozyma
guilliermondii, 1 Meyerozyma caribbica and 1 Saccharomyces cerevisiae. For the
phagocytosis resistance test, activated THP-1 cells (macrophages) and the 10 strains
that stood out the most in the biofilm formation and in lack of sensitivity to the antifungal
were used. There was biofilm formation by all strains, with C. tropicalis and K. ohmeri
being the most expressive, where all of their strains presented a PFo result. Each of
the C. glabrata presented 6 PFo strains and C. parapsilosis presented 5 PFo strains.
The M. guilliermondii species presented 1 PFo strain. Most yeasts were sensitive to
the antifungal with MICs < 2 pg/mL, except for 3 strains: 1 C. parapsilosis, 1 M.
guilliermondii and 1 K. ohmeri. The K. ohmeri strains showed the lowest averages of
phagocytized cells and statistically showed a resistance to phagocytosis similar to
strains of species commonly involved in fungemia. Although anidulafungin is the first-
line therapeutic antifungal option, the results have shown strains with a lack of
sensitivity, thus indicating that there is the necessity to evaluate the antifungal agents
in order to have the best treatment strategy. Therefore, the studied strains are
opportunistic fungi that present virulence characteristics with potential for colonization
of invasive devices and deserve attention, especially the strains of yeast species
considered emergent.

Keywords: Mouth-fungus; Candida; Phagocytosis; Biofilm.
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1. INTRODUCAO

A cavidade oral do ser humano possui uma microbiota com comunidade de
microrganismos comensais ou patogénicos, sendo considerado o segundo local de
maior concentragcdo do corpo humano, estando atras apenas do intestino (GERMANO
et al., 2018). Contudo, microrganismos comensais podem provocar patologias quando
ocorrem alteracdes na composicdo e tamanho das popula¢gdes microbianas, devido a
mudancgas nas condigdes ambientais ou diminuicdo da imunidade do hospedeiro
(AVILA; OJCIUS; YILMAZ, 2009; GERMANO et al., 2018).

As leveduras, principalmente as do género Candida, sdo encontradas com
frequéncia na cavidade oral, mas também s&do entre os fungos as principais
causadoras das infec¢des hospitalares. Em individuos com condi¢cdes saudaveis,
Candida convive de forma comensal com o hospedeiro, porém havendo quebra do
equilibrio, como no caso de pacientes internados em unidade de terapia intensiva
(UTI) que possuem outras comorbidades e/ou falha do seu sistema imunoldgico, essa
levedura passa a causar uma infeccao (LI et al., 2018). No entanto, sabe-se que nao
depende somente das condicbes de saude do paciente, mas que as leveduras
participam ativamente desse processo através de mecanismos que sao chamados de
fatores de viruléncia e nele estdo incluidos: a producdo de enzimas, a formacéo de
biofilme e a atividade hemolitica; além disso, a Candida pode possuir habilidade para
resistir a fagocitose de células sanguineas dos hospedeiros. Esses fatores agindo em
associacdo a baixa imunidade do paciente pode levar a candidemia (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Na regido Norte do Brasil a Candida é o principal agente de infec¢éo primaria
em pacientes pediatricos internados em UTI, causando fungemia. Em relagdo ao
Amazonas, estudos em Manaus indicaram que 72,8% dos casos de infeccao fungica
invasiva eram em pacientes que tinham até 1 ano de idade. Estudos de tipagem
molecular indicaram que essas infec¢des fungicas eram de origem enddgena e nédo
do ambiente hospitalar ou dos profissionais de saide (CORREA, 2014; PEREIRA,
2015).

As InfecgBes Relacionadas a Assisténcia a Saude séo consideradas pela OMS

desde o inicio dos anos 2000 como um problema de saude publica e programas de
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prevencdo e controle tem sido estabelecidos (ANVISA, 2014). Nesse sentido,
considerando a alta ocorréncia de Candida causando infec¢do fungica invasiva em
Manaus, considerando ainda que o antifingico anidulafungina foi incorporado no SUS
para tratamento de candidiase invasiva em 2022, que é um antifingico néo
influenciado pela formacé&o de biofilme e que as infec¢des fungicas invasivas ocorrem
guando ha neutropenia, este trabalho foi proposto. Com este estudo da caracterizacéo
de aspectos da viruléncia de leveduras que estdo na cavidade oral de individuos do
Amazonas e sensibilidade a anidulafungina dados regionais foram gerados que
poderdo contribuir para a gestdo da problematica das infec¢des fungicas no estado

do Amazonas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar leveduras da CFAM ILMD/Fiocruz Amazonia isoladas da cavidade
oral de idosos da comunidade ribeirinha Lago do Lim&o, Iranduba - AM quanto a
apresentacao de fatores de viruléncia e sensibilidade ao antifingico da classe das

equinocandinas incorporado ao SUS em 2022.

2.2 Objetivos especificos

o Identificar a producéo da formacédo de biofilme “in vitro” de cepas de leveduras
da colecdo CFAM,;

o Determinar a sensibilidade ao antifungico anidulafungina de cepas de leveduras
da colecdo CFAM pelo Etest;

o Avaliar a habilidade de cepas de leveduras da colecdo CFAM para resistir a

fagocitose com a utilizacdo da linhagem celular THP-1.



18

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Micobiota Oral

Existe na cavidade oral, uma microbiota rica e diversa com mais de 500
espécies de microrganismos, estando os fungos dentre eles. Em uma avaliacdo da
micobiota da boca saudavel, realizada em 2010, foi mostrada que a cavidade oral aloja
mais de 75 géneros de fungos diferentes e entre os mais comuns estao: Candida,
Cladosporium, Aureobasidium, Aspergillus e Fusarium (GHANNOUM; MUKHERJEE,
2013).

Enquanto a Candida € encontrada frequentemente na cavidade oral de pessoas
saudaveis, outras espécies sdo encontradas mais raramente e logo ocasionam
infeccbes, como a Saccharomyces e Geotrichum. Outros fungos também sédo
encontrados mais raramente, como o0s fungos patogénicos Paracoccidioides
brasiliensis, Cryptococcus neoformans e Histoplasma capsulatum, assim como 0s
fungos normalmente encontrados no ambiente Aspergillus, Mucor e Rhizopus
(CASTANHO, 2015).

Monteiro-da-Silva, Aradjo e Sampaio-Maia (2014) também encontraram fungos
na cavidade oral de 40 individuos saudaveis, sendo que os mais encontrados foram:
Candida (67,5%), Rhodotorula (75%), Penicillium (85%), Aspergillus (75%),
Cladosporium (72,5%), Trichoderma (10%), Scedosporium (7,5%), Alternaria (5%) e
Rhizopus (2,5%).

A evolucdo e aprimoramento das metodologias na area da genémica para a
deteccdo dos microrganismos tem permitido o aumento do conhecimento da
microbiota humana. Na pesquisa realizada por Dupuy e colaboradores (2014) foram
identificados os fungos Candida, Pichia, Cladosporium, Alternaria, Aspergillus,
Fusarium, Cryptococcus, Aureobasidium e foi identificado pela primeira vez o fungo
Malassezia como sendo um fungo comensal da cavidade oral eoutros quatro géneros
de fungos que comumente sdo encontrados em plantas ou no solo, sendo eles: Irpex,
Cytospora, Lenzites e Sporobolomyces.

A micobiota oral possui uma grande importancia na saude do ser humano, ja

gque uma alteracdo com a ocorréncia de um desequilibrio pode estar ligada ao
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desenvolvimento de doencas orais, principalmente quando acomete individuos
imunocomprometidos ou que possuem outras complicacdes de saude (GHANNOUM,;
MUKHERJEE, 2013).

3.2 O género Candida e a cavidade oral

A levedura do género Candida é um dos principais fatores etimol6gicos de
infeccBes micoticas da cavidade oral (SIMOES; FONSECAIl; FIGUEIRAL, 2013),
sendo assim possui uma considerada importancia clinica e cientifica para a saude
publica.

Normalmente, essa levedura do género Candida estd presente de modo
comensal nos seres humanos, sem que prejudique ou interfira na saude ou bem-estar
fisico das pessoas, como mostra a pesquisa de Queiroz (2021) que usou um grupo
controle com 160 individuos saudaveis que eram acompanhantes de pacientes que
realizavam radioterapia no hospital da Baleia, em Belo Horizonte. Na pesquisa, foram
coletadas amostras da regido orofaringea e identificou-se 41 individuos com cultivo
positivo para Candida, com 47 isolados clinicos de diferentes espécies.

Arautjo-Passos (2009) determinou a prevaléncia de diferentes espécies de
Candida em pacientes atendidos nas UBS’s na cidade de Manaus - AM. Foram
coletadas amostras da cavidade oral de 594 pacientes, sendo que 50% dos pacientes
apresentaram culturas positivas para Candida. A espécie Candida albicans foi a mais
prevalente seguida pela Candida. parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei,
Candida kefyr e Candida glabrata. Sendo que, 188 dos pacientes usavam prétese
dentaria e apresentaram prevaléncia de Candida de 75%. Concluiu-se que a
prevaléncia das espécies de Candida tanto em pacientes usuarios de prétese como
em individuos com denticdo natural foi semelhante a prevaléncia encontrada em
outras regides do Brasil e outros paises.

Alencar (2017) coletou amostras biolégicas do palato e de proéteses
mucossuportadas de 138 idosos residentes de uma comunidade rural de Iranduba -
AM. Posteriormente identificou-se as espécies de Candida através das caracteristicas
morfologicas das col6nias e do meio chromogénico. Do palato foram coletados 66

isolados, sendo C. albicans a espécie mais prevalente (49.07%), além de outras
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espécies como C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata e Candida spp. Ja das proéteses,
foram coletados 98, sendo C. albicans também a mais prevalente (74,07%),
encontrando-se também outras espécies como: C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata.
Em alguns pacientes, tanto no palato, quanto nas proteses foram encontrados mais
de uma espécie de levedura.

Em um estudo foi realizado no municipio de Tefé-AM, com idosos de 65 a 74
anos cadastrados na Atencgdo Bésica, coletou-se material biolégico com swab’s, em
visitas domiciliares, que foram semeados em meio CHROMAgar™Candida. A
ocorréncia das espécies foi determinada por meio da coloracdo e morfologia das
colénias. A prevaléncia de candidiase oral foi encontrada em 20,7% dos idosos.
Sendo C. albicans: 54.8% (125) e Candida néao-albicans: 45.2% (103). Entre Candida
nao-albicans, a Candida spp. representou 34.7% (79), a C. tropicalis: 8.3% (19) e C.
krusei: 2.2% (5) (BESSA, 2019).

Wingeter e colaboradores (2007) também determinaram a frequéncia de
leveduras em lavados bucais de 100 individuos HIV positivos, onde 58 amostras
apresentaram culturas positivas para Candida mostrando o grande predominio desse
género na cavidade oral. Apenas 20% dos individuos com a cultura positiva para a
levedura apresentavam sinais ou sintomas para candidiase oral. Essas leveduras
podem se tornar infecciosas principalmente quando o hospedeiro apresenta
vulnerabilidade do sistema imunolégico, como ocorre em individuos transplantados,
portares de doencas autoimunes, AIDS, internados em unidades de terapia intensiva,
usuarios de medicamentos como 0s corticoides e entre outros; que juntamente com
0S mecanismos apresentados pelas leveduras do género Candida, chamados de
fatores de viruléncia, irdo propiciar a instalacdo de doencas no individuo. Portanto, a
Candida pode causar doencas através de invasao tecidual, por inducdo de estados
de hipersensibilidades ou por producéo de toxinas (COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Os fatores de viruléncia conferem maior patogenicidade e maior processo de
colonizacdo da Candida na cavidade oral. Os fatores que séo identificados em
espécies de Candida incluem: a aderéncia as células epiteliais, formacéo de biofilme
e a secrecdo de hidrolases enzimaticas, entre elas: as proteases, fosfolipases e
lipases (CASTELO BRANCO et al., 2012). Diferentes espécies de Candida sao
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capazes de secretar enzimas hidroliticas para facilitar a fixacdo ao tecido do
hospedeiro e a ruptura da membrana da célula hospedeira, como mucosas e vasos
sanguineos, sendo que as trés principais enzimas produzidas sdo: protease,
fosfolipase e hemolisina (TALAPKO et al., 2021).

As proteinases possuem atividade proteolitica, degradando colageno,
gueratina e peptideos localizados na superficie de mucosa; dois tipos de fosfolipases
foram detectadas extracelularmente de C. albicans que possuem a habilidade de usar
os fosfolipidios presentes na membrana das células humanas como substratos;
enquanto, as hemolisinas destroem as hemacias com a finalidade de obter ferro,
caracterizando-se como atividade hemolitica dessas leveduras (GOULART et al.,
2017).

O conhecimento limitado sobre os fatores de viruléncia acarreta uma
patogenicidade intensificada dos agentes etioldgicos, ja que ndo ha conhecimento
suficiente dos mecanismos que eles utilizam para invasao dos hospedeiros. Esse fato
dificulta a forma de tratamento das infec¢bes, uma vez que 0os medicamentos atuam

nesses mecanismos de viruléncia (ROCHA et al., 2021).

3.2.1 Candida albicans

A C. albicans é a espécie mais comum isolada na cavidade bucal, como mostra
o estudo de Queiroz (2021), onde foi constatado que entre 41 individuos saudaveis
com cultivo positivo para Candida, 57,45% dos isolados eram Candida albicans. Na
amostra estavam incluidos pacientes com cancer de cabeca e pescoco que ainda ndo
tinham iniciado o tratamento de radioterapia, 32 apresentaram cultivo positivo para o
género Candida, sendo que 44,83% eram da espécie C. albicans.

Siqueira (2021), também realizou um estudo em um hospital de referéncia no
tratamento de cancer no Amazonas, onde foram coletadas, a partir da cavidade oral,
espécimes clinicos de onze pacientes em trés intervalos de tempo: antes do
tratamento, na segunda semana e na quarta semana de tratamento radioterapico.
Considerando a amostra de onze pacientes, C. albicans foi a espécie mais isolada
sendo identificada em 54,5% das amostras antes, 45,5% na segunda semana e em

54,5% das amostras na quarta semana de tratamento.
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Essas evidéncias sdo corroboradas atravées do estudo de Andreola e
colaboradores (2016), onde foram identificados 35 isolados clinicos da Colecédo de
Cultivos Fungicos pertencente ao Departamento de Odontologia da Faculdade da
Serra Gaucha, onde houve predominio da espécie C. albicans com 27 casos, ou seja,
77% da amostra. Em outra pesquisa, Wingeter e colaboradores (2007) mostraram que
entre cinquenta e oito amostras de lavados bucais de individuos com HIV positivo com
cultura positiva para Candida, a C. albicans foi a espécie mais frequente com 93% de
ocorréncia.

Entre as espécies do género Candida, a espécie C. albicans também é
considerada uma das mais patogénicas, sendo responsavel pela maioria das
infec¢des fungicas desse género, tanto no corpo humano, quanto na cavidade oral
(SIM@ES; FONSECAII; FIGUEIRAL, 2013).

A espécie C. albicans possui a capacidade de transitar da forma de levedura
para sua forma filamentosa, que € a sua forma patogénica, invasiva e capaz de entrar
no tecido hospedeiro, assim ocorrendo uma transi¢ao na sua fisiopatologia (TALAPKO
et al., 2021). Entdo, a viruléncia da C. albicans é atribuida principalmente a sua
capacidade de expressar estruturas, hifas ou pseudo-hifas, que mediam a adesao
epitelial, proporcionando uma protecao contra a acdo do fluxo salivar; essas hifas séo
importantes tanto para a penetracdo da levedura nos tecidos epiteliais, quanto no

escape de células fagocitarias como os macrofagos.

3.2.2 Candida nao-albicans

A incidéncia das infec¢cbes provocadas por Candida né&o-albicans tem
aumentado nos ultimos anos. Dentre as espécies de Candida ndo-albicans, incluem-
se como importantes agentes etiolégicos de infec¢gdes na cavidade oral: Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida guilliermondii, Candida
dubliniensis, bem como Candida krusei (GUINEA, 2014; AHANGARKANI et al., 2019).

Em 2007, em um estudo com pacientes com HIV 58 isolados clinicos foram
obtidos e somente quatro (7%) deles foram identificados como Candida ndo-albicans,
sendo duas C. tropicalis e duas C. glabrata (WINGETER et al.,, 2007). Contudo,

recentemente, em uma outra pesquisa Scamardo e colaboradores (2020) analisaram
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os resultados da vigilancia de uma UTI neonatal e entre 1.265 neonatos com infec¢des
relacionadas a assisténcia a saude, os patdogenos mais encontrados em infeccfes da
corrente sanguinea, associadas a dispositivos, foram: a C. parapsilosis responsavel
por 21,8% enquanto a espécie de C. albicans representou apenas 4,6% das infec¢des.

C. parapsilosis € um fungo leveduriforme oportunista causador de infeccdes
sistémicas, principalmente em doentes oncoldgicos, doentes internados em unidades
de terapia intensiva e em recém-nascidos. Pammi e colaboradores (2013) apontaram
a espécie C. parapsilosis como um problema significativo, responsavel por um terco
das infec¢bes neonatais por Candida, estimando que 33,7% das infeccbes neonatais
eram causadas por C. parapsilosis. A C. parapsilosis, como a C. albicans, pode ter
morfotipos de colbnias diferentes, porém essa espécie ndo produz hifas verdadeiras,
podendo formar somente pseudohifas.

Candida metapsilosisé um membro do complexo de espécies de C.
parapsilosis, no entanto, se trata de um patégeno oportunista raro em humanos, sendo
0 menos comum entre eles. Isolados do complexo de espécies C. parapsilosis sdo
comumente identificados incorretamente, o que pode ter levado a uma subestimacao
da frequéncia da espécie C. metapsilosis, logo 0 aumento nos ultimos anos de
achados clinicos dessa espécie pode ser devido a uma melhor identificacdo e
diferenciacéo dessas espécies (O’'BRIEN et al., 2022).

A espécie Candida glabrata é propensa em colonizar individuos de idade
avancada e esta associada a longo tratamento com antibiéticos, uso de dispositivos,
ventilacdo mecanica e prematuridade, além de apresentar reduzida sensibilidade aos
derivados azolicos (SOUZA et al., 2022).

A C. tropicalis € uma espécie que ainda existem poucos dados a respeito de
sua viruléncia, o que justificou um estudo realizado recentemente, onde foram
avaliados seus diferentes determinantes de viruléncia, sendo encontrados: coagulase
em 8,9% dos casos isolados de pacientes internados com candidemia, fosfolipase em
11,1%, proteinase em 68,9%, esterase em 95,6%, hemolisina em 97,8%, formacéo de
bioflme em 100% e hidrofobicidade da superficie celular em 100% (SASANI et al.,
2021).

Ainda em relagdo a viruléncia das espécies, foi avaliado a producdo das

enzimas proteinase, fosfolipase, gelatinase e hemolisina, em amostras bucais de
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Candida isoladas de pacientes com AIDS e individuos higidos, onde C. albicans
apresentou resultados significativos para a producédo de proteinase, em ambos 0s
grupos de individuos, e fosfolipase e hemolisina, apenas nos pacientes com AIDS
(ORLANDINI et al., 2020). J& as espécies de Candida ndo-albicans apresentaram
resultados altamente significativos para fosfolipase nos pacientes higidos. Em relacao
as enzimas gelatinase e hemolisina, ndo foram encontradas diferencas significantes
entre C. albicans e espécies de Candida ndo-albicans (CASTELO BRANCO et al.,
2012).

3.2.3 Producéao de biofilme como fator de viruléncia

Os Dbiofilmes sdo constituidos por células imersas em uma matriz
polissacaridica, que representa cerca de 85% do volume do biofilme. As leveduras
tomam forma de microcol6nias dentro da matriz produzida. Logo, os biofilmes séo
definidos como comunidades microbianas estruturadas que estdo aderidas a uma
superficie e envoltas de uma matriz de material exopolimérico (RAMAGE et al., 2005).
Essa matriz fornece protecao fisica das células de fatores do sistema imunoldgico e
dificulta a penetracdo de antibi6ticos, o que contribui para a resisténcia a antibioticos.
Para suprimir a atividade metabdlica dos biofilmes, sdo necessarias concentraces
varias vezes maiores de antifingicos, portanto, é importante desenvolver novas
abordagens para o tratamento de infec¢bes que sdo acompanhadas de formacao de
biofilme (SACHIVKINA; PODOPRIGORA; BOKOV, 2021).

A formacdo do biofilme é composta por 4 fases: aderéncia, proliferacao,
maturacgdo e dispersdo. Na primeira fase, as células de levedura se ligam a superficie
do material e formam uma camada basal que ira ancorar o biofilme a superficie,
seguido pela fase de proliferacdo, caracterizada pelo inicio da filamentacdo que é
quando surgem hifas e pseudohifas que continuam a se alongar durante todo o
processo de desenvolvimento do biofilme formando uma rede complicada. Na fase de
maturacgdo, as hifas ficam envoltas por substancias exopoliméricas autoproduzidas,
gue atuam mantendo toda a estrutura do biofiime unida. E entdo, na fase de

disperséo, esses biofilmes passarao a liberar continuamente células de levedura com
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uma morfologia alongada Unica que serve para semear novos locais de infeccéo,
garantindo que o ciclo possa ser repetido (WAL et al., 2019).

A formacdao de biofilme é uma propriedade da patogénese de algumas espécies
de Candida, sendo essas espécies capazes de causar infec¢gdes relacionadas com a
criacdo de um biofiime na superficie do hospedeiro ou em superficies. A C.
parapsilosis é a espécie fungica mais associada a formacéo de biofilme e 0 aumento
de infeccOes por esta levedura acompanhou o aumento do uso generalizado de
dispositivos de implantes médicos, essa sendo uma das principais causas de
infeccbes disseminadas e tornando-se um importante fator de risco para esse género
(TROFA; GACSER,; NOSANCHUK, 2008; SINGARAVELU; GACSER,;
NOSANCHUK, 2013; LARKIN; DHARMAIAH; GHANNOUM, 2018).

A demora para administracdo de nutricdo parenteral também predispde a
formacdao de biofilmes nos cateteres. Em C. albicans, a morfologia do biofilme consiste
em uma camada basal de levedura compacta e uma camada de hifas mais espessa,
porém menos compacta quando comparado com a C. parapsilosis que possui
biofilmes mais finos e menos complexos (PAMMI et al., 2013).

O conhecimento limitado sobre os fatores de viruléncia acarreta uma
patogenicidade intensificada dos agentes etioldgicos, ja que ndo ha conhecimento
suficiente dos mecanismos que eles utilizam para invasao dos hospedeiros. Esse fato
dificulta a forma de tratamento das infec¢des, uma vez que os medicamentos atuam
nesses mecanismos de viruléncia. A levedura C. tropicalis € um exemplo desse fato
tendo poucos dados a respeito de sua viruléncia, o que justificou um estudo realizado
recentemente, onde foi avaliado seus diferentes determinantes de viruléncia, sendo
encontrados formagéo de biofilme em 100% dos isolados clinicos de C. tropicalis
(SASANI et al., 2021). O estudo de Atiencia-Carrera (2022b) corroborou com o anterior
e demonstrou a capacidade de C. tropicalis produzir um forte biofilme quando
comparado ao de C. albicans, além de apresentar um maior crescimento, producao
de células viaveis e contagem total de células em biofilmes de C. tropicalis. Enquanto
os biofilmes formados pela espécie C. albicans apresentaram maior area celular,

juntamente com uma maior produgéo de matriz.
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3.2.4 Infeccbes orais e candidemia

A incidéncia de infec¢gbes causadas por espécies de Candida tem aumentado
consideravelmente nas ultimas trés décadas, principalmente devido ao aumento da
epidemia de AIDS, além de que o aumento da emergéncia dessas espécies como
patbgenos humanos pode ser atribuido aos melhores métodos de identificacéo
associado ao grau de doencas dos pacientes, as intervencdes a que foram
submetidos e aos medicamentos utilizados atualmente (SOUZA et al., 2022).

A Candida da espécie C. albicans é a mais comum em causar infeccdo em
individuos que se encontram com deficiéncia do sistema imunolégico. Mariani, Silva e
Carli (2016) realizaram um estudo epidemiolégico com 141 pacientes que estavam
internados no Hospital da cidade de Passo Fundo/RS para verificar a prevaléncia de
candidiase. Entre eles, 23 pacientes apresentavam candidiase, sendo 7 com
candidiase eritematosa, 7 possuiam candidiase pseudomembranosa, 5 tinham
queilite angular e 4 eram portadores de candidiase multifocal (infecgdo mais grave
com diferentes tipos de lesGes de candidiase em diferentes locais). Os pacientes que
possuem esses processos infecciosos podem ter complicacdes como a disseminacao
da Candida, chamada candidemia. A candidemia se trata de uma infec¢éo invasiva
de corrente sanguinea, que acomete principalmente pacientes internados dentro e
fora de UTI, que ocasionam morbidade e mortalidade significativas, muito comum no
periodo neonatal (MELO et al., 2009).

Pacientes hospitalares, normalmente encontram-se mais debilitados e durante
a internacdo é fundamental a implementacédo de cuidados com a higiene oral para
evitar surgimento de doencas locais e principalmente sistémicas (MEIRA et al., 2010).
Os pacientes que se encontram em UTI, sdo aqueles que estdo em estado grave,
como 0s que estdo com cancer ou doenca neurologica crbnica, respiratoria ou
gastrointestinal que estdo em ventilagdo mecanica, especialmente se recebem longos
ciclos de antibidticos de amplo espectro (MANTADAKIS; TRAGIANNIDIS, 2019). As
leveduras que geralmente estdo em comensalismo com o hospedeiro se tornam
infecciosas em decorréncia de alteragdes locais e sistémicas, comuns em pacientes

encontrados em UTI, que modificam a microbiota oral; além disso pacientes também
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apresentam higienizacdo deficiente, baixo fluxo salivar e constante exposicdo a
leveduras que ja estavam no ambiente hospitalar (SIQUEIRA et al., 2014).

A candidemia possui a via endégena como principal via de transmisséo, ou
seja, cepas colonizadas sdo capazes de infectar a corrente sanguinea (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; GAMA, 2022). Gama (2022) realizou uma pesquisa sobre a
relacdo entre a micobiota oral e fungemia na cidade de Manaus, no qual encontrou
dois pacientes com gendtipos de C. albicans idénticos em cavidade oral (colonizacao
prévia) e corrente sanguinea, demonstrando que a cavidade oral pode servir como
fonte para o acometimento de fungemia.

Os principais fatores de riscos apontados para candidemia em pacientes que
estédo fora da UTI sdo: cateter venoso central, nutricdo parenteral total e exposicéao a
glicopeptideos e nitroimidazois; enquanto para pacientes que estdo em UTI incluem:
nutricdo parenteral total, leséo renal aguda, doenca cardiaca, choque séptico prévio e
exposicao a antibidticos aminoglicosideos (POISSY et al., 2020).

Pacientes que se encontram em UTI necessitam de cuidados com a higiene
oral para minimizar a colonizacdo de patégenos oportunistas, visando reduzir a
prevaléncia de infeccdes sistémicas e locais. Porém, ndo ha como padronizar essas
técnicas, pois cada paciente € Unico e apresentam um estado e situacdo de saude
diferentes. Pode-se usar solucdes enzimaticas como a lactoferrina para diminuir a
incidéncia de C. albicans na mucosa oral, além de lisozima e lactoperoxidase para
melhorar e restaurar a agcdo antimicrobiana da saliva. A higiene oral com gaze e
clorexidina também é altamente recomendada. Outro fator importante € a presenca
do dentista na UTI que pode realizar um diagnostico precoce nos casos de candidiase
e assim evitar disseminagdes (SIQUEIRA et al., 2014)

Li e colaboradores (2018) atraves de uma pesquisa retrospectiva realizada em
uma UTI médica/cirdrgica, mostraram que entre 141 pacientes, 44 pacientes foram
diagnosticados com infec¢édo fungica invasiva (31,2%), estando as espécies de C.
albicans, C. parapsilosis e Candida lusitaniae presentes entre 0s casos. Em
Guadalajara, uma cidade do México, a espécie C. albicans foi responsavel pela maior
parte de candidemias, representada por 35,3% das infec¢cdes, em seguida a C.
parapsilosis com 30,6%, a C. glabrata com 31,8% e ainda ocorreram dois eventos de
infeccdo por Candida lipolytica (LONA-REYES et al., 2021).
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Em uma metanalise, Pammi e colaboradores (2013) apontaram que a
mortalidade neonatal por infec¢des de C. albicans foi de 12,97% e a mortalidade por
Candida spp. foi de 14,50%, enquanto Silva e Freitas (2021) encontraram em um
estudo transversal que incluiam todos os recém-nascidos internados em UTI de um
determinado periodo, 38 casos de candidiase invasiva que resultaram em uma

incidéncia de 2,5% e uma letalidade de 32%.

3.2.5 Candida em ldosos

A expectativa de vida dos brasileiros vem aumentando ao longo do tempo.
Segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios (Pnad Continua). Em 2012
o percentual de idosos (populacdo com 65 anos ou mais) no Brasil era de 7,7%, em
2022 esse percentual cresceu e estava em 10,5% do total da populacéo, indicando
gue em dez anos, houve um aumento na proporc¢éao de idosos (IBGE, 2022).

A idade é um fator que favorece a presenca de candidiase oral principalmente
na infancia e na senilidade, devido ao sistema imune estar mais susceptivel as
patologias em tais épocas da vida (MARIANI; SILVA; CARLI, 2016).

Os idosos sofrem com alteracbes na microbiota oral, causadas apOs
antibioticoterapia de largo espectro prolongada e por fatores locais, como a ma higiene
oral, xerostomia (sindrome de Sjogren), diabetes mellitus, desnutricdo, malignidades
hematoldgicas, doenca do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), imunodeficiéncias
e medicamentos (corticosteroides e imunossupressores) (CAMPO, 2018).

Um namero alto de idosos usam préteses dentarias removiveis, total ou parcial,
gue também sao capazes de alterar a microbiota oral. Elas sdo porosas e permitem o
acumulo de restos alimentares na sua superficie interna, possibilitando a colonizacéo
de fungos (GONCALVES et al., 2011), o que pode causar a doenca denominada
estomatite protética. A estomatite protética esta presente de 60% a 72% dos idosos
que usam proteses removiveis e tem como principal fator etiolégico a infeccdo por
Candida (LEITE; PIVA; MARTINS-FILHO, 2015).

Em uma revisdo, em que estavam incluidas pesquisas realizadas de 1997 a
2021, estudou-se as lesbes bucais em idosos, sendo que a estomatite protética foi

a lesdo mais prevalente, seguida por Uulceras, queilite angular, hiperplasias e
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candidiase eritematosa. A estomatite protética acometeu principalmente as mulheres
e 0 uso de proteses removiveis propiciaram o aparecimento dessas lesfes (FREIRE
et al., 2023).

Ja as infec¢bes invasivas, como a candidemia, tem se tornado um problema
frequente em idosos, ja que eles sdo mais propensos a enfrentar terapias
guimioterapicas, a usar medicamentos como corticosteroides por um longo periodo, e
tendem a passar por transplantes de 6rgdos com mais frequéncia do que o restante
da populagédo. Esses procedimentos citados afetam consideravelmente o sistema
imunologico; tornando-o baixo, 0 que deixa os idosos mais suscetiveis a infeccbes
oportunistas (NUCCI; COLOMBO, 2022).

Em um estudo realizado em uma comunidade ribeirinha do Amazonas, foram
analisadas 40 leveduras, sendo 21 de amostras coletadas da boca (palato) e 19 de
préteses de idosos. Dessas leveduras, 80% eram espécies de Candida nédo-albicans.
Ao analisar os fatores de viruléncia, foi verificado que as leveduras do género Candida
possuem diversos fatores de viruléncia que podem se apresentar com alta intensidade
na presenca de alteracdes da microbiota oral e que em relacdo a comparacao entre
as espécies de Candida analisadas, as espécies Candida ndo-albicans apresentaram
namero de fatores de viruléncia semelhantes ao de C. albicans, com alta
patogenicidade (SILVA, et al., 2019).

3.3 Antifungicos no tratamento de infec¢bes por Candida

Os antifingicos utilizados no tratamento de infec¢des causadas por fungos do
género Candida sao divididos em trés grupos: polienos, azéis e equinocandinas (LI et
al., 2018).

Na classe dos polienos, encontra-se a anfotericina B desoxicolato, que provoca
a lise da célula, no entanto, esse medicamento também causa danos a célula do
hospedeiro, tendo um grande potencial toxico. Apesar de ser o farmaco mais efetivo
e com amplo espectro para o tratamento, ndo é a droga de primeira escolha devido a
sua alta toxicidade (CAMPOS et al., 2020).

Na primeira geracdo dos azolis estdo presentes o miconazol intravenoso e

cetoconazol oral; na segunda geracéo estao o fluconazol e itraconazol e na terceira
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geracdo estdo o voriconazol, posaconazol e isavuconazol. Essas drogas agem
bloqueando a sintese do ergosterol, um componente fundamental da membrana
celular, causando desregulacdo na fluidez e perda de integridade da membrana
plasmatica (PERFECT, 2017; REVIE et al., 2018). Esses antifungicos possuem boa
biodisponibilidade via oral e baixa incidéncia de efeitos adversos e iniciaram uma nova
era no tratamento das infec¢cbes fungicas, porém, nos ultimos anos, tem sido
observado o isolamento de cepas de leveduras com susceptibilidade diminuida ou
resistentes aos antifingicos (ZARDO; MEZZARI, 2004).

O aumento dos casos de resisténcia fungica aos farmacos antifiangicos tem
causado grande preocupacao. O aumento ocorre devido a capacidade dos fungos de
mutacao génica, troca de cepas sensiveis por enddégenas resistentes, expressao
génica transitéria e alteracdo celular, que dificulta bastante os mecanismos de agéo
dos antifingicos. O uso indiscriminado de medicamentos e interrupcao do tratamento
também tem grande responsabilidade no aumento do numero de espécimes
resistentes (CAMPOS et al., 2020)

Esta resisténcia pode ser clinica ou in vitro. A primeira pode ser consequéncia
do baixo nivel do farmaco no tecido e no sangue, devido a interacéo entre os farmacos
ou a imunodepressédo do paciente. A resisténcia in vitro pode ser do tipo secundaria,
onde cepas se transformam em resistentes devido ao prévio contato com o
antifingico. E consenso que a resisténcia ao farmaco depende da interacéo entre o
hospedeiro, o farmaco e o fungo, porém os fatores do paciente sdo os mais
importantes para o surgimento da resisténcia (ZARDO; MEZZARI, 2004).

Na classe equinocandinas estdo a anidulafungina, caspofungina e micafungina
e sao os antifungicos lancados mais recentemente. Estas possuem a vantagem de
apresentar pouca toxicidade, devido ao seu mecanismo de agcao ser o blogueio da
1,3-B-glucano sintase, proteina essencial na formagdo da parede celular das
leveduras, que esta ausente nas células humanas. Atualmente, esses medicamentos
sdo a primeira linha de tratamento para as candidemias (PAPPAS et al., 2016;
PERFECT, 2017).
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3.3.1 Antifungico Anidulafungina

A anidulafungina encontra-se na classe das equinocandinas, juntamente com
a caspofungina e a micafungina, lancada na industria nos anos 2000, sendo a classe
lancada mais recentemente.

A atividade das equinocandinas, ao contrario do que acontece com a
Anfotericina B e os triazois, ndo € afetada pela presenca de biofilmes, permitindo a
sua utilizacdo no tratamento de infec¢des de pacientes internados em UTI associados
a dispositivos protéticos e a utilizacdo de cateteres (ARAUJO; ESPINEL-INGROFF,
2010; LARKIN; DHARMAIAH; GHANNOUM, 2018).

O antifungico anidulafungina foi incorporado pelo SUS no dia 09 de junho de
2022 com indicacdo de uso para pacientes com candidemia e outras formas de
candidiase invasiva. Assim, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria sugere
anidulafungina como o tratamento de primeira escolha para candidemia, fornecendo
uma dose de ataque de 200 mg, seguida em 100 mg/dia. O tratamento deve ser
continuo por 2 semanas apds hemoculturas negativas e melhora clinica (geralmente
apos 5 a 7 dias) (BRASIL, 2022).

Uma das vantagens da anidulafungina é que ela ndo é metabolizada a nivel
hepético, sofrendo uma lenta degradacdo quimica a temperatura e pH fisiolégicos
(semivida de degradacéo é aproximadamente 24h) transformando-se em um péptido
de anel aberto sem atividade antifungica, assim apresentando baixa toxicidade. Outra
vantagem é que os antifingicos agem bloqueando a 1,3-B-glucano sintase, proteina
essencial na formacédo da parede celular, regido ausente nas células humanas. Além
de apresentarem atividade antifingica de amplo espectro e maior seguranga na sua
utilizagé@o continua (PAPPAS et al., 2016; PERFECT, 2017).

3.4 Fagocitose

3.4.1 Células fagociticas: mondcitos, macrofagos e células THP-1

As células sanguineas sdo compostas em grande parte pelos chamados

glébulos brancos, que séo as células responsaveis pela defesa do organismo contra
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microrganismos invasores. Essa parte do sangue engloba as plaguetas e cinco tipos
de leucdcitos: os mondcitos, linfécitos, neutrofilos, eosindfilos e basofilos (VIVAS,
2014).

A funcéo imunoldgica esté dividida em imunidade inata e imunidade adaptativa,
sendo que os monadcitos e macrofagos fazem parte da resposta imune inata, ou seja,
aguela que esta presente em todos os individuos ja no nascimento, independente de
contato prévio com imundgenos ou agentes agressores (CRUVINEL et al., 2010).

Os mondcitos sdo células formadas na medula 6ssea, através da linhagem
mieloide/fagocitica mononuclear, originados no sangue que participam da
coordenacao entre a resposta imune inata e adaptativa. Eles possuem a capacidade
de sinalizar a presenca e fagocitar microrganismos estranhos, além de acionar as
demais células de defesas do organismo (SIEWEKE; ALLEN, 2013).

Os mondcitos circulam pela corrente sanguinea temporariamente e possuem
uma vida curta, no entanto, quando ocorre uma inflamacdo ou infeccdo, eles
respondem migrando para o tecido acometido e se diferenciando em macrofagos ou
em células dendriticas. Os macrofagos irdo desempenhar funcdes especificas
dependendo do microambiente que se encontram, além de serem denominados de
acordo com o tecido em questdo (GORDON; PLUDDEMANN; MARTINEZ ESTRADA,
2014).

Ao diferenciar-se em macréfago, a célula passa a possuir um maior numero de
lisossomos, facilmente identificavel, onde se acumulam enzimas hidroliticas que
permitem um aumento da capacidade de realizar fagocitose, que é a sua principal
funcdo. Além da fagocitose de patdgenos, executam a fagocitose de detritos e células
mortas importantes para o mecanismo de reparo tecidual (YANG et al., 2014).

Eles exercem funcdes essenciais no combate a microrganismos patogénicos
no sistema de defesa humano, como a capacidade de sintese de citocinas, que pode
resultar em uma imunidade aumentada ou diminuida que depende das caracteristicas
do hospedeiro e do microrganismo (GOW et al., 2011).

Estruturalmente, os macrofagos apresentam uma forma variavel, com
contornos irregulares, nucleo numa posi¢ao descentrada e citoplasma abundante com
grau de vacuolizacao variavel, que depende da formacgéo de vesiculas da fagocitose

(YANG et al., 2014). Em relacdo ao mondcito, o macrofago possui um tamanho maior,
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atividade fagocitica mais elevada que depende do seu fendtipo e vida longa, podendo
permanecer no tecido por meses ou anos, atuando como sentinelas (PACHECO;
CARDOSO, 2012).

Comumente quando € necessario utilizar mondécitos e macrofagos em
pesquisas e estudos, € utilizada a linhagem de células monociticas THP-1,
proveniente de um paciente com leucemia monocitica aguda. Essas células foram
coletadas do sangue periférico do paciente e apresentam baixo estagio de maturacao
(ALDO et al., 2013).

Apesar dos mondcitos estarem presentes no sangue periférico, eles sdo pouco
utilizados devido a sua falta de pureza, variabilidade e disponibilidade, ja os
macréfagos presentes em tecidos primarios sao de dificil crescimento e multiplicacéo
in vitro, com o uso da THP-1 ou outras linhagens de células monociticas esses
problemas foram eliminados (ALDO et al., 2013).

Apesar de se tratar de células leucémicas, as células THP-1 ndo apresentam
anormalidades cromossémicas proeminentes (FLEIT; KOBASIUK, 1991), além de se
assemelharem a mondcitos e macréfagos primarios em morfologia e propriedades de
diferenciacédo. Citocinas ou agentes farmacoldgicos sdo capazes de induzir fenotipos
granulociticos maduros ou monociticos maduros nessas células (ALDO et al., 2013).

Quando comparados com as células derivadas do sangue periférico humano,
0 uso da linhagem de células THP-1 em pesquisas apresenta vantagens como: alta
taxa de multiplicacdo; ndo ha presenca de virus infecciosos ou produtos téxicos,
tornando esta linhagem celular relativamente facil e segura de usar; linhagem celular
imortalizada que pode ser cultivada in vitro por aprox. 3 meses sem alteracdes da
sensibilidade e atividade celular, enquanto os mondcitos derivados de doadores de
sangue periférico requerem mediadores inflamatorios para prevenir a apoptose
(CHANPUT; MES; WICHERS, 2014).

As células THP-1 podem ser armazenadas por varios anos quando seguido o
protocolo apropriado. Elas possuem um grau de variabilidade minimo no fendtipo
celular, o que facilita a reprodutibilidade dos achados, ao contrario da alta variagéao de
guando é usadas as células fagociticas de doadores individuais. Logo, a linhagem
celular THP-1 é adequada e confiavel para estudar as respostas, funcdo e
diferenciacdo de mondcitos e macrofagos (CHANPUT; MES; WICHERS, 2014).
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3.4.2 Mecanismo da Fagocitose

A fagocitose se caracteriza pelo reconhecimento, através de células
especializadas, de organismos invasores e sua posterior destruicdo intracelular em
compartimentos onde atuam enzimas hidroliticas, esse mecanismo ocorre para
defender o corpo contra microrganismos invasores. A fagocitose é realizada pelas
células fagociticas do hospedeiro e é capaz de estimular outras respostas imunes
(HAAS, 2007).

A fagocitose € iniciada pela interacdo de receptores de superficie celular com
ligantes encontrados nos microrganismos, como os lipopolissacarideos ou opsoninas
derivadas do hospedeiro. Assim as células fagociticas reconhecem os invasores para
gue sejam destruidos, como as demais células do organismo ndo apresentam esses
compostos quimicos em sua superficie, elas ndo sdo reconhecidas e ndo sofrem a
fagocitose (RUSSELL et al., 2009)

A membrana plasméatica emite projecdes denominadas pseudépodes, 0s quais
sao preenchidos internamente por uma rede filamentosa de actina, que lhes conferem
resisténcia mecanica e sustentacdo. Os pseuddépodes aderem ao material a ser
internalizado e vao, passo a passo, envolvendo-o, que se fundem, formando uma
grande vesicula (ou vacuolo) que se desprende e penetra no interior da célula. Esse
compartimento € denominado fagossomo (SCHADECK; MENDONCA, 2013).

O fagossomo ndo tem a habilidade de matar e destruir o patégeno
internalizado. Para adquirir essa habilidade ele sofre muitas modificagbes em um
processo denominado de maturacdo do fagossomo. Através de uma série de fusbes
com endossomos (organelas acidas) e com os lisossomos, sdo descarregadas no
fagossomo uma variedade de enzimas hidroliticas e enzimas que produzem radicais
livres, formando o fagolisossomo. As enzimas que compdem o fagolisossomo, no seu
conjunto, matam e digerem o material fagocitado. Com essas fusdes ha também a
insercdo de uma proteina translocadora de H+ denominada ATPase Vacuolar que
transporta H+ para o interior do fagossomo, o qual torna-se acido (SCHADECK;
MENDONCA, 2013).
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3.4.3 Habilidade de leveduras resistirem a fagocitose

Alguns patégenos intracelulares desenvolveram estruturas e mecanismos que
Ihes permitem sobreviver a fagocitose. Esses microrganismos utilizam trés principais
estratégias (SCHADECK; MENDONCA, 2013):

1. Patogenos que rompem a membrana do fagossomo: Apos serem fagocitados
eles escapam para o citoplasma, o que os protege contra 0s agentes
fagolisossomais e lhes permite metabolizar nutrientes citoplasmaticos;

2. Patogenos que paralisam a maturacdo do fagossomo: Ocorre a inibicdo da
fusdo dos fagossomos com endossomos e lisossomos, 0 que impede a morte
e degradacgéao destes microrganismos, pois Nao se encontram com as enzimas
lisossomais;

3. Patdgenos que sdo capazes de sobreviver no interior do fagolisossomo acido
(SCHADECK; MENDONCA, 2013).

A C. albicans interage intimamente com células fagociticas, de forma comensal.
No entanto, pensa-se que existe um limite para a quantidade de C. albicans que é
tolerada pelo hospedeiro (GOW et al.,, 2011). Quando ndo ha homeostase, 0s
fagodcitos reconhecem e ingerem as leveduras infecciosas, e posteriormente, eles
podem liberar interleucinas e fator de necrose tumoral dando inicio a ativacao das
propriedades antifiUngicas de macrofagos e neutréfilos (OLIVER, 2016).

Pode-se mensurar 0 quanto a levedura € resistente ao ataque de células
fagocitarias, com a finalidade de definir a resisténcia desse patdgeno a fagocitose,
como ocorreu no estudo, no qual 76 cepas foram submetidas a tipagem ABC e ap0s
as suas capacidades fagociticas por neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) foram
avaliadas. O numero de células de C. albicans fagocitadas por 100 PMNs foi
determinado apds trés horas de incubacao de ambas as células. C. albicans genotipo
A apresentou média de 121,67 + 16,06; gendtipo tipo B apresentou 141,33 + 14,27 e
C. albicans gendtipo C apresentou média de 109,93 + 12,29. Quando comparadas, o
gendtipo C foi significativamente mais resistente ao ataque de células fagocitarias do
gue os isolados pertencentes ao gendétipo A e B (SILVA-ROCHA et al., 2014).

A capacidade fagocitica de jovens e idosos a levedura C. albicans por

monaocitos e macrofagos foram avaliadas, ambas as células foram incubadas com
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diferentes proporcdes de C. albicans viaveis (5 células:1 levedura, 1célula:llevedura
e 1célula:5leveduras) por 30min, 2h e 5h e os resultados revelaram que 0s mondcitos
e macrofagos oriundos de idosos levam mais tempo para ativar a producdo de NO e
H202 que em jovens, mas que possuem o mesmo poder de fagocitose. Entretanto,
guando o sistema imune nao é capaz de impedir a evolucéo de infec¢des fungicas é
necessario o uso de antifungicos para inibir o crescimento de C. albicans
(GARDIZANI, 2014).

De acordo com Galocha et al. (2019), os mecanismos de invasao de tecido de
C. glabrata sdo desconhecidos, embora seja hipotetizado que possivelmente ocorra
por inducdo de endocitose de células hospedeiras. Quanto ao escape de fagdcitos, C.
glabrata aplica uma estratégia de persisténcia, replicando-se dentro dos fagécitos e,
eventualmente, levando a lise celular devido a carga fungica, em vez de escapar
ativamente. C. glabrata ndo parece produzir niveis significativos de atividade de
proteinase e dano tecidual. No entanto, possui uma familia de proteases asparticas,
que esta principalmente associada a remodelacdo da parede celular e possivel

evasao imunoldgica.

3.5 Importancia das leveduras para a saude publica

As infecgOes relacionadas a Candida séo consideradas um grave problema de
saude publica, principalmente quando se trata de infec¢des de corrente sanguineas e
infeccdes sistémicas invasivas (CENDEJAS-BUENO et al., 2010; LATOUCHE et al.,
1997; LEAW et al., 2006; LIONAKIS; NETEA, 2013).

Em um estudo, realizado em Manaus, foi mostrado a ocorréncia dessas
infeccbes em hospitais, nele foram analisadas amostras de 107 pacientes internados
em UTI neonatal e UTI pediatrica, de diversos hospitais, sendo que 05 individuos
apresentaram hemocultura positiva para o género Candida. As amostras eram
provenientes de 04 recém-nascidos prematuros (80%) de uma maternidade publica e
01 crianga (20%) advinda de um hospital puablico infantil. (GAMA, 2022).

Em uma outra pesquisa, também realizada no Amazonas, a incidéncia de
candidemia foi de 2,31 casos por 1000/internacdes e 0,61 casos por 1000/pacientes

ao dia, sendo o género Candida o segundo maior causador de infec¢cdo na corrente
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sanguinea, tendo a C. albicans como principal espécie causadora das candidemias
no Amazonas, seguida por C. tropicalis. Os casos foram mais prevalentes no sexo
masculino do que no sexo feminino e as criangas foram mais acometidas do que os
adultos. A taxa de mortalidade geral foi de 37,21% (CORREA, 2014).

A candidemia € uma das principais causas de morbidade e mortalidade no
ambiente hospitalar e ha indicios que a epidemiologia da infeccdo por Candida esta
mudando. Devido a esse fato, € importante que haja pesquisas constantes para que
ocorra a diminuicdo dessas alteracdes epidemiologicas, que pode ser realizada
através de profilaxias antifUngicas atualizadas em pacientes acometidos por diversas
doencas que se encontram internados em UTI. Também é necessario estudos sobre
os padrbes de resisténcia apresentados por cada espécie do género Candida, bem
como identificar os fatores de risco para que seja permitido deter precocemente estas
infeccbes e assim melhorar o prognostico dos doentes (BANERJEE; DOMINIC;
BALIGA, 2015; NISHIDA et al., 2023). Além da alta taxa de morbidade e mortalidade,
uma alta taxa de pacientes pediatricos curados podem ficar com sequelas, incluindo
neurolégicas (BENJAMIN et al., 2006).

A resisténcia antifungica € um problema clinico reconhecido mundialmente,
devido a este fato, existe a necessidade da realizacdo de testes de suscetibilidade,
para determinar o manejo clinico ideal, estudos epidemiolégicos detalhados para a
prevencao e contencao de surtos de infec¢des por Candida (LATOUCHE et al., 1997,
PFALLER; DIEKEMA, 2004).

A candidemia, rotineiramente, prolonga a duracdo da internacdo e aumenta os
custos dos cuidados médicos, gerando um tratamento de alto custo para o setor
publico (BANERJEE; DOMINIC; BALIGA, 2015). Através de estudos dos fatores de
viruléncia, como o de producdo de biofilme que esta relacionado com infec¢des de
dispositivos médicos, e medicamentos utilizados no tratamento; € possivel
adotar protocolos profilaticos e de tratamentos adequados e atuais para o controle de
infecgcbes que ajudardo a controlar as infecgdes nosocomiais, como nas UTlIs, e
resultardo em tratamentos mais rapidos, eficazes e com menores taxas de morbidade

e mortalidade.
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4. METODOLOGIA

4.1 Cepas de leveduras testadas:

Foram utilizadas 37 leveduras pertencentes ao acervo da Colecdo de fungos
da Amazonia - CFAM do Instituto Lednidas e Maria Deane / Fiocruz Amazonia
provenientes da cavidade oral de idosos da comunidade Lago do Lim&o, localizada
na cidade do Iranduba — Amazonas: Candida albicans (CFAM 1458, CFAM 1468,
CFAM 1471); Candida glabrata (CFAM 1449, CFAM 1451, CFAM 1454, CFAM 1455,
CFAM 1461, CFAM 1463, CFAM 1464, CFAM 1465, CFAM 1466, CFAM 1478, CFAM
1479, CFAM 1480, CFAM 1484, CFAM 1486, CFAM 1487); Candida parapsilosis
(CFAM 1453, CFAM 1456, CFAM 1481, CFAM 1482, CFAM 1483, CFAM 1485, CFAM
1488); Candida tropicalis (CFAM 1450, CFAM 1452, CFAM 1457, CFAM 1459);
Meyerozyma guilliermondii (CFAM 1477 e CFAM 1489); Meyerozyma caribbica
(CFAM 1476); Candida metapsilosis (CFAM 1470); Saccharomyces cerevisiae (CFAM
1460); Candida sp. (CFAM 1467 e CFAM 1469); Kodamaea ohmeri (CFAM 1473).

4.2 Reativagao dos isolados clinicos

As cepas estavam conservadas sob-refrigeracdo a - 20 °C em Sabouraud
Dextrose Agar (SAB) suplementado com glicerol. As amostras foram reativadas em
caldo Yeast Peptone Dextrose (YPD), com temperatura de 37°C durante 48 horas,
sob agitacéo. Finalizado este processo, foi inoculada uma algcada da levedura numa
placa Petri contendo meio Sabouraud Dextrose Agar (SAB), sob as mesmas
caracteristicas de incubacgéao citadas anteriormente por 72h.

Apés a reativacdo as leveduras foram repicadas para placas com meio
CHROMagar Candida e deixadas incubadas por 48h e a coloragdo da colbnia foi
observada.

As duas cepas nao identificadas até espécie foram sequenciadas conforme

descrito no item 4.3.
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4.3 Identificagc&o molecular

As duas cepas nao identificadas foram transferidas com auxilio de alga
bacteriolégica para microtubo contendo 1mL do meio liquido YPD (1% extrato de
levedura; 2% glicose; 2% peptona) e foram incubadas a 28°C durante 16 a 24 horas.
A extracao foi feita com o Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Germany). Apos
centrifugar a 8000 rpm (5200 RCF) por 1 minuto e desprezar o sobrenadante, foi
acrescido ao microtubo 180 pL de tampéo de lise (ATL) e pérolas de vidro lavadas em
acido. As células foram rompidas com chogue mecéanico através de maceracao
durante 2 minutos e depois procedeu-se a extracdo gendmica com adicdo de
Proteinase K overnight a 56°C. Ap6s, foi adicionado 200 pL de tampé&o de guanidina
(AL) e feita agitacdo a frio em vortex por 15s para posterior incubacdo por 10 min a
72°C, em termobloco. Em seguida, foi adicionado o mesmo volume, 200 pL, desta vez
de etanol e feita a homogeneizagdo em agitador. A mistura foi transferida para as
colunas de silica e centrifugada a 8000 rpm (5200 RCF) por 1 min. O material foi
transferido para um novo tubo da coluna e 500 pL do primeiro tampao de lavagem
foram adicionados a coluna (AW1), para em seguida, ser centrifugado por 1 min a
8000 rpm (5200 RCF). Novamente procedeu-se a troca do tubo da coluna e 500 pL
do segundo tampdo de lavagem (AW2) foram adicionados a coluna de silica, e
centrifugado a 14000 rpm (15900 RCF) por 3 min. O DNA foi recuperado com 100 pL
de tampéao de eluicdo (AE) proprio do kit, apés centrifugacédo a 8000 rpm (5200 RCF)
por 1 min. A coluna foi desprezada e o filtrado armazenado a -20 °C.

Foram utilizados os primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ') e ITS4
(5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 ') para a amplificagao da regiao ITS. As reacgdes
foram realizadas em um volume de 25 pL contendo: 10,2 pL de H,O ultrapura, 2,5
mM de solug¢do tampéo, 4 mM de MgClz, 5,0 mM de dNTP, 0,5 pM de cada primer,
0,3 U Tag DNA polimerase e 30 ng de DNA. As amplificagbes foram realizadas nas
seguintes condi¢des: 94°C por 5 min, seguido por 35 ciclos a 94°C por 30 seg, 55°C
por 1 min, 72°C por 2 min e uma extensao final a 72°C por 10 min (TAVERNA et al.,
2013).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%

corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain em tampao TBE 1x, juntamente com
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marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen™) e corante 6x Orange
Loading Dye, visualizados em um transiluminador de luz UV.

A purificagdo do DNA amplificado foi feita de acordo com protocolo do kit de
purificacdo de DNA (PROMEGA). As reacbes de sequenciamento foram feitas
utilizando-se o kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied
Biosystems) de acordo com instrucdes do fabricante. Os produtos da PCR foram
sequenciados na direcao forward e reverse utilizando 0os mesmos primers da
amplificagéo inicial. A eletroforese capilar foi realizada em sequenciador ABI 3130
Genetic Analyzer no Laboratdrio Tematico de Biologia Molecular (LTBM) no INPA.

A similaridade das sequéncias foi obtida usando a ferramenta de alinhamento
de sequéncia do Fungal Biodiversity Centre no site da CBS
(cbs.knaw.nl/collections/BioloMICSSequences.aspx) da Holanda.

4.4 Avaliacao do fator de viruléncia: producéo de biofilme

Uma alcada de 10ul de células de leveduras crescidas a 24h em agar
Sabouraud Dextrose foi inoculada em um tubo de poliestireno Falcon contendo 10ml
de caldo de Sabouraud suplementado com glicose a 8%. Os tubos foram incubados a
35 ° C durante 24 h.

Apbs esse periodo, os tubos com a suspensao de células foram vertidos e
lavados com &gua destilada duas vezes e depois coradas com solu¢do a 1% de
safranina.

Os tubos foram examinados quanto a presenca da camada viscosa e
classificados como negativa, positiva fraca, positiva moderada e forte positivo. Cada
uma das amostras foi testada trés vezes e cada tubo foi lido por dois observadores
(BRANCHINI et al., 1994; OZKAN et al. 2005; PEREIRA, 2015).

4.5 Sensibilidade ao antifungico anidulafungina

A andlise do perfil de sensibilidade ao antifiungico anidulafungina foi realizada
de acordo com a técnica Etest (AB BIODISK, Solna, Suécia). As leveduras foram

suspendidas em uma solucéo salina a 0,85% com sua turbidez ajustada na escala 0,5
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de MacFarland. Apés esse procedimento, 500 pl dessa suspensao foi semeada em
trés direcbes em placa de Petri contendo meio Agar RPMI 1640 (1,5%) com 2% de
glucose, com o auxilio de um swab estéril. Aguardou-se entédo 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 concentracdo de
antifangico. Por fim, incubou-se a 35°C por 24 a 48 horas. O antifungico testado foi a
anidulafungina (0,002 ~ 32 pg/ml) e o valor da Concentracgéo Inibitéria Minima (MIC)
de <2 foi usado para cepas que apresentam sensibilidade e >2 para cepas néo-
suscetiveis. O valor considerado para cada cepa foi o presente no local de interseccéo
do halo de inibicdo (elipse). Para o controle de qualidade foi utilizada a cepa C.
parapsilosis ATCC 220192, que possui valores de referéncia de MIC (mg/L) 0.5 e
intervalo de 0.125 - 1.0 para o antifingico anidulafungina.

O perfil de sensibilidade foi classificado como sensivel (S) e ndo-suscetivel
(NS). As instrucdes para verificacdo de suscetibilidade in vitro de espécies de Candida
foram adaptadas do documento M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI).

4.6 Avaliacdo da habilidade de leveduras resistirem a fagocitose

4.6.1 Obtencéo e cultivo de THP-1

A linhagem celular de leucemia monocitica humana (THP-1) utilizada foi cedida
gentilmente pelo Dr. Yury Oliveira Chaves do ILMD- FIOCRUZ Amazénia. Ela foi
cultivada em meio RPMI 1640 com glutamina (Gibco), 10% de SFB (Gibco) e em
atmosfera umidificada, a 37°C e 5% de CO,, com troca de meio a cada dois dias.

Todos os ensaios foram realizados a partir de confluéncia celular de 80%.
4.6.2 Diferenciacao de THP-1
Para a diferenciacdo em macrofagos, as células THP-1 foram incubadas com

10 ng/mL de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich) diluido em meio

RPMI (Gibco), em placas de seis pogos (Kasvi) a uma concentragdo de 5x10°
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células/pogo ou em placas de 100 mm (Corning) com 3x10¢ de células, durante 48h,
tempo necessario para que a THP-1 adquira completamente o fenoétipo e
funcionalidade de macrofago (LUND et al., 2016; PARK et al., 2007). Apés a
diferenciacdo, o meio contendo PMA foi substituido por um meio RPMI completo, e
entdo foram preenchidos 44 pocos, de uma placa de 96 pocos, com 50 pl de células

THP-1 na concentracdo de 100 mil células por mL.

4.6.3 Cultivo e preparo das leveduras

Foram selecionadas 1 cepa de cada uma das 10 espécies diferentes de
leveduras desse estudo. Nas espécies com mais cepas foram selecionadas as que,
em testes anteriores, apresentaram alto poder de viruléncia. As leveduras foram
cultivadas em meio Agar Sabouraud por 24h, apés foram suspensas em 4ml de salina
0,85% para obtencdo de uma suspensdo na concentracdo de 5x10° leveduras/mL.

Apdés, as células foram lavadas, centrifugadas e ressuspendidas em PBS.

4.6.4 Processo de fagocitose

A suspensao de leveduras foi adicionada ao poco contendo as células THP-1
ativadas (macréfagos), na concentracéo de 5x10° células/mL, na proporcdo de 1:1.
Foi realizado o controle do experimento somente com po¢os contendo suspensao de
leveduras, e com pocos contendo apenas THP-1 ativadas.

A placa foi incubada por 4 horas no escuro a 37°C e 5% de CO: para que
ocorresse 0 processo de fagocitose. Apos o periodo foi adicionado formalina 10% na

proporcao de 1:1 nos pocos para cessar a fagocitose.
4.6.5 Leitura
A fagocitose da levedura foi estabelecida contando em triplicata o nimero de

leveduras dentro ou aderidas em 100 macrofagos na camara de Neubauer com auxilio
de microscopio optico (400 X de magnificacdo) (SILVA-ROCHA et al., 2014).
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4.7 Analise dos dados

Os resultados dos experimentos foram registrados em uma planilha de coleta
desenvolvida no programa Microsoft Excel®, contendo as variaveis a serem
estudadas. Posteriormente o ensaio de fagocitose foi analisado no software estatistico

R na versédo 4.1.3 e o nivel de significancia utilizado foi de 0.05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testadas 37 cepas da CFAM do ILMD — FIOCRUZ Amazonia, conforme
tabela 1. Alguns isolados clinicos presentes na pesquisa foram identificados na sua
forma teleomorfa: Meyerozyma guilliermondii, Meyerozyma caribbica e Kodamaea
ohmeri que possui o0s nomes anamorfos, respectivamente: Candida guilliermondi,
Candida fermentati e Candida guilliermondii var membranifaciens.

Nesta pesquisa foram realizados 3 experimentos: Fator de viruléncia —
producdo de biofilme; sensibilidade ao antifingico anidulafungia e resisténcia de
leveduras a fagocitose.

Para os testes de producdo de biofiime e sensibilidade ao antifungico
anidulafungia foram utilizadas as 37 cepas. Para o teste e resisténcia a fagocitose
foram selecionadas 10 cepas, de acordo com o critério de quais haviam apresentado
maior poder de viruléncia.

Através da identificacdo molecular foi constatado que as duas cepas Candida
sp. (CFAM 1467) e Candida sp. (CFAM 1469) sdo Kodamaea ohmeri. Como essa
identificacdo ocorreu apos a conclusdo dos testes as 3 cepas de K. ohmeri entraram

no experimento de fagocitose.

Tabela 01 - Leveduras pertencentes a Colecdo CFAM ILMD/Fiocruz Amazoénia identificadas
em nivel de espécie por sequenciamento da regido ITS.

Cepa % ldentidade / Similaridade Numero de acesso das
cepas referéncia

Kodamaea ohmeri | NCBI (99,76%) / CBS-KNAW (99,78%) | MF599713.1 /CNRMA7.872
(CFAM 1467)
Kodamaea ohmeri | NCBI (99,28%) / CBS-KNAW (97,99%) | MF599713.1 /CNRMA7.872
(CFAM 1469)

5.1 Avaliacéo da producao de biofilme

Houve formacéo de biofilme por todas as cepas, sendo a C. tropicalis e a K.
ohmeri as mais expressivas com todas suas cepas apresentando resultado positivo

forte. A C. parapsilosis apresentou 6 cepas positivo forte. A espécie M. guilliermondii



45

apresentou 1 cepa Positivo Forte e C. glabrata 6 cepas Positivo Forte, como mostra a
tabela 2.

Tabela 2 — Produgéo de biofilme das leveduras pertencentes a Cole¢cdo CFAM ILMD/Fiocruz Amazdnia.

Cédigo Espécie Negativo Positivo Positivo Positivo
Fraco Moderado Forte
CFAM 1449 C. glabrata - - Moderado -
CFAM 1450 C. tropicalis - - - Forte
CFAM 1451 C. glabrata - - Moderado -
CFAM 1452 C. tropicalis - - - Forte
CFAM 1453 C. parapsilosis - - - Forte
CFAM 1454 C. glabrata - - Moderado -
CFAM 1455 C. glabrata - - Moderado -
CFAM 1456 C. parapsilosis - - Fraco -
CFAM 1457 C. tropicalis - - - Forte
CFAM 1458 C. albicans - Fraco - -
CFAM 1459 C. tropicalis - - - Forte
CFAM 1460 S. cerevisiae - - Moderado
CFAM 1461 C. glabrata - - Moderado -
CFAM 1463 C. glabrata - Fraco - -
CFAM 1464 C. glabrata - - Moderado -
CFAM 1465 C. glabrata - - Moderado -
CFAM 1466 C. glabrata - - Moderado -
CFAM 1467 K. ohmeri - - - Forte
CFAM 1468 C. albicans - - Moderado -
CFAM 1469 K. ohmeri - - - Forte
CFAM 1470 C. metapsilosis - Fraco - -
CFAM 1471 C. albicans - - Moderado -
CFAM 1473 K. ohmeri - - - Forte
CFAM 1476 M. caribbica - Fraco - -
CFAM 1477 M. guilliermondii - - - Forte
CFAM 1478 C. glabrata - - - Forte
CFAM 1479 C. glabrata - - - Forte
CFAM 1480 C. glabrata - - - Forte
CFAM 1481 C. parapsilosis - - - Forte
CFAM 1482 C. parapsilosis - - - Forte
Continuacao da tabela 2
o L : Positivo Positivo Positivo

Cadigo Especie Negativo Fraco Moderado Forte
CFAM 1483 C. parapsilosis - - Moderado -
CFAM 1484 C. glabrata - - - Forte
CFAM 1485 C. parapsilosis - - - Forte
CFAM 1486 C. glabrata - - - Forte
CFAM 1487 C. glabrata - - - Forte
CFAM 1488 C. parapsilosis - - - Forte
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CFAM 1489 M. guilliermondii - - Moderado -

Na tabela 3, os resultados demonstraram que todas as espécies de Candida
estudadas nessa pesquisa sdo capazes de produzir biofilme, sendo que 33 cepas
foram classificadas como formadoras de biofilme moderados e fortes, fato que deve
ser visto com preocupacao, ja que a propensao desses isolados para formar biofilme
em solucbes contendo glicose sugere que essa caracteristica pode contribuir para a
capacidade de Candida spp. aderir a dispositivos médicos e causar infeccbes
(BRANCHINI et al., 1994). Além de que as células fungicas inseridas nos biofilmes
sdo protegidas de estresses ambientais, incluindo defesas imunolégicas do
hospedeiro e tratamentos antifingicos. Tal fato, impacta negativamente o manejo de
pacientes com essas infec¢des, pois ocorre 0 aumento da resisténcia dessas células
dentro dos biofilmes. Essas leveduras também sdo capazes de se dispersarem do
biofilme e se tornarem responsaveis pela instalacdo de candidemia, grave infeccao
sistémica, que acomete principalmente os pacientes imunocomprometidos (WALL et
al., 2019).

Tabela 3 — Producéo de biofilme segundo o género e espécie das leveduras pertencentes a
Colecdo CFAM ILMD/Fiocruz Amazonia.

(nimero de cepas) n (%) n (%) n (%) 0 (%)
C. glabrata (15) - 1(6.7%) 8 (53,3%) 6 (40%)
C. parapsilosis (7) - 1(14,3%) 1 (14,3%) 5 (71,4%)
C. tropicalis (4) - - - 4 (100%)

C. albicans (3) - 1(33,3%) 2 (66,7%) -
M. guilliermondii (2) - - 1 (50%) 1 (50%)
C. metapsilosis (1) - 1 (100%) - -
S. cerevisiae (1) - - 1 (100%) -
M. caribbica (1) - 1 (100%) - -
K. ohmeri (3) - - - 3 (100%)
TOTAL - 5 (13,5%) 13 (35,1%) 19 (51,4%)




47

Os biofilmes de Candida possuem caracteristicas de desenvolvimento Unicas
com varias particularidades, tornando a sua formacdo em biomateriais implantados
um processo altamente significativo clinicamente. Para o tratamento dessa formacao
de biofilme nestes dispositivos, muitas vezes é necessario a remocao desse
dispositivo infectado através de cirurgias ou procedimentos invasivos, jA que as
intervencdes terapéuticas raramente alcancam a cura clinica e dados de pesquisas
tem mostrado que mesmo apos o inicio da terapia adequada no tratamento dessas
infeccbes, esses biofilmes colaboram com a manutencédo da infeccdo positiva na
corrente sanguinea por até 3 semanas. Mesmo com os tratamentos existentes, as
taxas de mortalidade associadas a esses tipos de infeccoes permanecem altas
(PEREIRA, 2015; RAMAGE; MARTANEZ; LAPEZ-RIBOT, 2006).

Pereira (2015) ao caracterizar 94 isolados clinicos, provenientes de pacientes
com hemocultura positivas para Candida de unidades hospitalares de Manaus,
encontrou uma taxa de apenas 34% para formacéo de biofilme, divergindo desta
pesquisa que encontrou em 100% da amostra. E dentre essas 32 cepas (34%)
isoladas por Pereira (2015), 18,1% foram classificadas como fortemente positivas. Na
espécie C. albicans, composta por 33 cepas, apenas em 3 (9,09%) houve formacéo
de biofilme; fato esse que difere desta pesquisa, ja que dentre 3 isolados dessa
espécie encontrou producdo de biofilme fracamente positivo para 1 cepa e
moderadamente positivo para 2 isolados.

Banerjee, Dominic e Baliga (2015) identificaram casos de candidemia, sendo
gue em um total de 80 casos, 19 eram de pacientes acima de 60 anos e o fator de
risco observado como mais importante foi o uso de dispositivos de acesso vascular.
Entre 80 cepas de Candida isoladas de sangue a producéo de biofilme foi encontrada
em 31 cepas (38,75%), sendo que Candida né&o-albicans representou 83,87% dos
casos. Entre 12 isolados de C. tropicalis, 8 (66,67%) foram capazes de produzir
biofilme; de 22 cepas de C. glabrata, 9 (40,91%) formaram biofilme e entre 22 C.
albicans, apenas 5 (22,73%) tiverem resultado positivo. Estes dados fornecem
evidéncias de que a maioria das espécies de Candida ndo-albicans, isoladas de
sangue humano tém a capacidade de produzir quantidade significativa de biofilme,

sugerindo que a producado de biofilme € mais importante para cepas ndo-albicans e
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qgue C. albicans possui mecanismos diferentes da producdo de biofilme para
estabelecer infec¢cdes da corrente sanguinea.

A espécie C. tropicalis tem seu biofilme caraterizado por cadeias de células
com quantidades finas, mas grandes e matriz extracelular com baixas quantidades de
carboidratos e proteinas. Possui uma rede densa de células de leveduras com
diferentes morfologias filamentosas (ATIENCIA-CARRERA et al., 2022a).

Nesta pesquisa, 4 cepas (100%) da espécie C. tropicalis mostraram um
resultado fortemente positivo para formacdo de biofilme. Souza e colaboradores
(2023) corroboram ao concluir no seu estudo que C. tropicalis € considerado um
proeminente produtor de biofilme em comparacdo com outras espécies
patogénicas de Candida e ainda deixam evidente que os fatores que influenciam a
adeséao e formacéao de biofilme em C. tropicalis incluem o ambiente e as condi¢des de
cultivo, mudanca fenotipica. Ainda vale ressaltar que o crescimento do biofilme é
acompanhado de resisténcia aos antifungicos, principalmente aos azélicos, ja que a
presenca de material da matriz € um importante mecanismo de resisténcia do biofilme
nesta espécie (SOUZA et al., 2023).

Outro estudo, ao avaliar o biofilme de C. tropicalis e C. albicans também
demonstrou que C. tropicalis possui a capacidade de produzir um forte biofilme. No
estudo, ainda se comparou o ciclo de vida do biofilme das duas espécies. Estes
biofiimes foram analisados por até 96h e os resultados evidenciaram um maior
crescimento de biofilme, producao de células viadveis e contagem total de células em
C. tropicalis, entretanto, os biofilmes de C. albicans apresentaram maior area celular
e maior producdo de matriz celular (ATIENCIA-CARRERA et al., 2022b).

Corroborando com estes dados, Martins e colaboradores (2016), ao estudarem
a colonizacao de proteses dentarias por Candida, obtiveram um total de 56 isolados
clinicos. A maioria se tratava de Candida da espécie albicans (35; 63%), seguido por,
C. tropicalis (8; 14%), C. glabrata (7; 13%), C. rugosa (3; 5%), C. parapsilosis (2; 3%)
e C. krusei (1; 2%). Na avaliacao dos biofilmes, um total de 48 cepas foram capazes
de gerar biofilmes, sendo que C. tropicalis em monocultivo ou co-cultivado com C.
albicans formou biofilmes mais densos. Pereira (2015) encontrou na sua pesquisa

realizada em hospitais de Manaus, 21 leveduras de C. tropicalis (70%) sendo
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classificadas como fortemente positivas para formacdo de biofilme, sendo essa
espécie a mais expressiva neste fator de viruléncia.

No entanto, Tulasidas e colaboradores (2018) avaliaram a produgéo de biofilme
de 74 isolados obtidos de hemoculturas de pacientes com candidemia, que
compreendeu 27 isolados clinicos de C. tropicalis (36,4%), e esta cepa apesar de
apresentar um resultado positivo para formacdo de biofilme conforme as pesquisas
citadas anteriormente, esta producao foi classificada apenas como moderada.

Em uma metandlise, a espécie C. tropicalis mostrou-se como a mais
prevalente, seguindo por C. krusei e C. glabrata, como o segundo e terceiro mais
prevalentes. A C. glabrata € comumente associada a infeccfes entre pacientes com
nutricdo parenteral total, doenca periodontal, feridas cirargicas associadas a
ventilacdo e que nao cicatrizam, devido ao poder de produzir alto teor de proteina e
carboidrato. Essa espécie forma biofilmes estruturados em multicamadas de
blastosporos com alta coesdo entre eles, mas € conhecida como a espécie que
desenvolve menos biofilme (ATIENCIA-CARRERA et al., 2022a).

Contudo, divergindo dessa afirmacdo, dentre os 15 isolados clinicos de C.
glabrata desta pesquisa, 14 deles apresentaram-se como moderadamente e
altamente positivos para formacdo de biofilme, sendo apenas 1 cepa classificada
como positiva fraca.

A espécie Candida parapsilosis € um importante patégeno nosocomial que
pode proliferar em altas concentracdes de glicose e formar biofilmes em materiais
protéticos (BRANCHINI et al., 1994). Entre as 7 cepas da espécie de C. parapsilosis
avaliadas nesta pesquisa, 5 (71,4%) apresentaram resultado fortemente positivo para
formacédo de biofilme, 1 (14,3%) apresentou-se como moderadamente positivo e a
outra cepa como fracamente positivo.

No estudo de Branchini et al. (1994) onde foram selecionados 31 isolados de
C. parapsilosis de pacientes com infecgfes de corrente sanguinea ou de cateter e
investigado a produgéo de biofilme através da mesma técnica utilizada nesse trabalho,
foram encontrados resultados semelhantes com o desta pesquisa, com o percentual
de 80% para as cepas que produziram biofilme, sendo que 67% dos isolados foram
identificados como moderadamente a fortemente positivos e apenas 13% foram

fracamente positivos, enquanto 20% nédo eram produtores de biofilme. Entretanto, em
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uma dissertacdo em que foi utilizada a mesma técnica, realizada no estado do
Amazonas, entre 16 isolados de C. parapsilosis, foi encontrado apena 3 cepas
(18,75%) capazes de formar biofilme (PEREIRA, 2015).

5.2 Concentracéao inibitoria minima (MIC)

Foram realizados testes de sensibilidade a antifangicos (ETEST) em 37
leveduras. O antifungico testado foi a anidulafungina, do grupo das equinocandinas.
De 37 leveduras, 3 (8,1%) apresentaram-se como nao-suscetivel ao antifungico

testado, como detalhado na tabela 4.

Tabela 4 — Resultado do teste de sensibilidade a anidulafungina por leveduras pertencentes
a Colecdo CFAM ILMD/Fiocruz Amazonia.

Cadigo Espécie MIC (pg/mL)
CFAM 1449 C. glabrata < 0.002 S
CFAM 1450 C. tropicalis < 0.002 S
CFAM 1451 C. glabrata < 0.002 S
CFAM 1452 C. tropicalis < 0.002 S
CFAM 1453 C. parapsilosis 0.38 S
CFAM 1454 C. glabrata < 0.002 S
CFAM 1455 C. glabrata > 0.002 S
CFAM 1456 C. parapsilosis 0.047 S
CFAM 1457 C. tropicalis < 0.002 S
CFAM 1458 C. albicans < 0.002 S
CFAM 1459 C. tropicalis < 0.002 S
CFAM 1460 S. cerevisiae < 0.002 S
CFAM 1461 C. glabrata 0.002 S
CFAM 1463 C. glabrata 0.032 S
CFAM 1464 C. glabrata < 0.002 S
CFAM 1465 C. glabrata 0.002 S
CFAM 1466 C. glabrata 0.004 S
CFAM 1467 K. ohmeri > 32 NS
CFAM 1468 C. albicans < 0.002 S
CFAM 1469 K. ohmeri 0.002 S
CFAM 1470 C. metapsilosis 0.006 S
CFAM 1471 C. albicans < 0.002 S
CFAM 1473 K. ohmeri < 0.002 S
CFAM 1476 M. caribbica 15 S
CFAM 1477 M. guilliermondii 1.0 S
CFAM 1478 C. glabrata < 0.002 S
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< 0.002
0.064
< 0.002
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Legenda: MICs = Concentracdes inibitorias minimas; S = sensivel; NS = ndo suscetivel.

Ao analisar a tabela 4, percebemos que a maioria das leveduras (91,9%)

mostraram ter sensibilidade ao antifungico anidulafungina, sendo que 100% das cepas

das espécies C. glabrata, C. tropicalis, C. albicans e C. metapsilosis apresentaram

essa caracteristica. Entretanto, um isolado clinico da espécie C. parapsilosis

apresentou-se como nao-suscetivel ao antifiingico, enquanto 6 cepas desta espécie

apresentaram sensibilidade; um isolado de M. guilliermondii e um isolado de K. ohmeri

também nao apresentaram suscetibilidade a anidulafungina.

Tabela 5 — Resultado do teste de sensibilidade a anidulafungina por espécie de leveduras
pertencentes a Colecdo CFAM ILMD/Fiocruz Amazdnia.

Espécie

(namero de cepas) MICs (ug/mL) S NS
C. glabrata (15) < 0.002 ~ 0.032 15 -
C. parapsilosis (7) <0.002 ~<32 6 1
C. tropicalis (4) > 0.002 4 -
C. albicans (3) > 0.002 3 -
M. guilliermondii (2) 1.0~<32 1 1
C. metapsilosis (1) 0.006 1 -
S. cerevisiae (1) < 0.002 1 -
M. caribbica (1) 15 1 -
K. ohmeri (3) <0.002 ~ <32 2 1
TOTAL 34 3

Legenda: MICs = Concentracgdo inibitéria minima; S = sensivel; NS = ndo suscetivel.
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Vale ressaltar que as cepas utilizadas nesta pesquisa foram provenientes de
idosos que moram em uma comunidade ribeirinha do Amazonas, lugar isolado, de
dificil acesso e que muitas vezes ndo chega o diagndstico e tratamento correto para
diversas enfermidades. Além das tradicbes e costumes tipicos que possuem,
utilizando muitas vezes medicamentos naturais para os tratamentos de doencas.
Entretanto, esses fatores ndo impediram que encontrassemos cepas nao-suscetiveis
a anidulafungina, medicamento considerado de ultima geracdo, utilizado no
tratamento de candidemias.

O relatério da Comissdao Nacional de Incorporacdo de Tecnologias no SUS
(Conitec) (BRASIL, 2022), mostrou ao implementar a anidulafungina no SUS, que ha
evidéncia moderada favoravel ao uso da tecnologia anidulafungina para a eficacia
absoluta/chance de ser a melhor droga quando comparada a anfotericina B no
tratamento da candidiase invasiva. Além disso, o relatério da Conitec cita que a
anidulafungina possui menor incidéncia de efeitos adversos, assim diminuindo a
guantidade de casos que terdo os tratamentos descontinuados devido a estes efeitos.

Uma revisdo mostrou que a anidulafungina pode ser utilizada em tratamento
ligados a dispositivos hospitalares, como os cateteres, uma vez que foi mensurada a
atividade da anidulafungina em biofilmes de 24h de maturacdo. Em 47 isolados de
Candida spp. (25 C. albicans, 16 C. tropicalis, 5 C. dubliniensis e 1 C. parapsilosis), a
média do MIC para os biofilmes foi de 0,325 para C. albicans, 2 para C. parapsilosis
e de 0,5ug/ml para C. dubliniensis. A anidulafungina ndo apresentou atividade no
biofilme de C. tropicalis (PEMAN; CANTON; VALENTIN, 2008).

A revisdo mencionada acima corrobora com esta ao encontrar uma alta
guantidade de cepas sensiveis a anidulafungina, no entanto as cepas encontradas
como nao-suscetiveis sao diferentes quando comparadas as espécies das
encontradas neste trabalho. A pesquisa de Berrio e Colaboradores (2017), também
concorda com este estudo, ao encontrar suscetibilidade a anidulafungina por Etest na
maioria dos isolados (93,9%), nela foi utilizado 147 isolados de pacientes com
candidemia, obtidos em 15 hospitais de Medellin, sendo C. albicans 40,8% da
amostra, seguida de C. parapsilosis com 23,1% e C. tropicalis com 17%.

Ainda corroborando com esses dados, Sutcu e colaboradores (2017)

encontraram resisténcia nos resultados de sua pesquisa para 0 antifungico
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anidulafungina. Dentre 9 isolados clinicos que incluiam 4 C. albicans, 2 C.
parapsilosis, 2 C. tropicalis e 1 Candida lusitaniae, a cepa da espécie C. lusitaniae
demonstrou ter resisténcia a esse antifungico.

Ao contrario dessa pesquisa, um estudo laboratorial prospectiva e
observacional, realizada nos anos de 2007 até 2014 sobre infec¢cdes da corrente
sanguinea por Candida do complexo parapsilosis ndo encontrou nenhuma cepa com
resisténcia ao antifingico anidulafungina ou aos outros antifungicos da classe das
equinocandinas, sugerindo que essas cepas sdo altamente suscetiveis a esse
antifangico (LOVERO et al., 2016). Outro trabalho que incluiu 37 isolados clinicos de
C. parapsilosis, 33,64% da amostra da pesquisa, mostrou que 100% dessas cepas
apresentavam suscetibilidade a anidulafungina (CHEN et al., 2021).

Em um experimento, onde foi simulada uma infec¢cdo em cateter (em animais)
por duas cepas de C. parapsilosis, a anidulafungina apresentou reducbes
significativas da infeccdo em relacdo a anfotericina B (P<0,05) e foi o Unico
medicamento a alcancar culturas negativas provenientes da ponta do cateter (BASAS
et al., 2016).

Uma cepa de K. ohmeri, dentre as 3 estudadas nessa pesquisa, obteve um MIC
maior que 32 e ndo apresentou suscetibilidade a anidulafungina. Em uma revisao que
incluiu toda literatura publicada até marco/2021 de quatro bancos de dados (PubMed,
Embase, Web of Science e CNKI), foram encontrados 5 pacientes em que se realizou
o teste de sensibilidade ao antifungico anidulafungina, sendo que o MIC desses
isolados clinicos variaram de 0,06 a 1mg/L, apresentando sensibilidade a esse
medicamento (ZHOU et al., 2021). Ainda ha poucos estudos que investigam a eficacia
clinica das equinocandinas, principalmente sobre a anidulafungina, em pacientes com
infecgbes por K. ohmeri, porém ha relatos de sucesso em tratamentos utilizando
caspofungina e micafungina, sugerindo essa classe como uma boa alternativa de
tratamento (BISWAL et al., 2015).

Ainda nesta pesquisa, foi encontrada uma cepa de M. guilliermondii com MIC
maior que 32 pyg/mL, ou seja, nao suscetivel a anidulafungina. Em uma pesquisa, em
gue se testou a suscetibilidade in vitro de 11 leveduras do complexo C. guilliermondii
de isolados de candidemia em um hospital, encontrou-se uma levedura com MIC

maior que 8mg/L indicando néo suscetibilidade ao antifungico anidulafungica (LIU et
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al., 2019). Pfaller e colaboradores (2005) mostraram que esse complexo € um dos
menos suscetiveis a anidulafungina e entre 57 isolados resistentes ao fluconazol
testados, uma taxa de 7% né&o apresentou suscetibilidade quando expostos a 2 ug/mL
desse antifangico.

No entanto, em uma pesquisa retrospectiva realizada nos Estados Unidos
utilizando isolados de fungemia da corrente sanguinea, ndo foi encontrado resisténcia
a esse antifungico e nem a classe de equinocandinas (JUNG et al., 2015). Marcos-
Zambrano e colaboradores (2017) estudaram 22 casos de candidemia, causados pelo
complexo C. guilliermondii, e ndo encontraram cepas resistentes a anidulafungina e
micafungina, mas quando essas cepas foram comparadas com as de C. albicans,
notou-se que o complexo C. guilliermondi possuem MICs maiores.

Os isolados clinicos desta pesquisa sdo compostos por 40,54% pela espécie
C. glabrata e 100% das cepas dessa espécie apresentaram suscetibilidade ao
antifingico, embora essa espécie tenha sido relatada em outros estudos como a que
apresenta maior resisténcia as equinocandinas. Entretanto, ela tem demonstrado
resisténcia, particularmente, em pacientes gravemente enfermos que recebem essa

terapia a longo prazo e assim ganham resisténcia (ARENDRUP; PERLIN, 2014;
SHIELDS et al., 2013). Em uma pesquisa que incluiu 9 cepas de C. glabrata, 8,18%

dos isolados, 1 cepa ndo apresentou suscetibilidade aos antifungicos da classe das
equinocandinas: anidulafungina, caspofungina e micafungina (CHEN et al., 2021).

Como mostra a pesquisa de Alexander e colaboradores (2013), que isolou 313
cepas de 293 casos de candidemia por C. glabrata e constatou que a resisténcia as
equinocandinas aumentou de 4,9% para 12,3% entre 2001 e 2010 para essa espécie,
sendo que o maior preditor para a resisténcia foi a uso anterior de equinocandinas.
No entanto, Aigner e colaboradores (2017) encontraram apenas 1 isolado da espécie
C. glabrata apresentando resisténcia, dentre 104 cepas de Candida obtidos de
hemoculturas de um hospital na Austria.

Quanto a efetividade dos tratamentos utilizando a anidulafungina, ao comparar
a anidulafungina, micafungina, caspofungina e fluconazol em pacientes com
candidemia em UTI’s a anidulafungina foi a mais eficaz e resultou em mais sucessos
terapéuticos (68,81%) do que a micafungina (65,27%), caspofungina (64,23%) ou

fluconazol (49,08%), além que de acordo com o estudo econdémico, a anidulafungina


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Arendrup%20MC%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Perlin%20DS%5BAuthor%5D
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produziu economia em comparacdo com micafungina e caspofungina nestes
pacientes adultos (GRAU et al., 2015).

5.3. Resisténcia a fagocitose

Para o ensaio de resisténcia a fagocitose, foram selecionadas 10 cepas, sendo
uma de cada espécie, representadas na tabela 6, com excecao da K. ohmeri conforme
justificativa relatada anteriormente. Essas cepas ja foram caracterizadas para a
producado de enzimas e resisténcia a antifingicos azolicos e AMB por Goiabeira (2022)
cujos resultados também foram levados em consideracao na analise, juntamente com

0s testes realizados nesta pesquisa.

Tabela 6 — Média de células fagocitadas por 100 macrofagos THP-1 das leveduras
pertencentes a Cole¢cdo CFAM ILMD/Fiocruz Amazonia.

Médiade leveduras fagocitadas

Caddigo Espécies por 100 macréfagos (desvio
padréo)
CFAM 1468 C. albicans 35,6 (= 4,0)
CFAM 1478 C. glabrata 56,6 @ (+ 24,9)
CFAM 1488 C. parapsilosis 55,62 (+13,3)
CFAM 1459 C. tropicalis 55,0 (+14,1)
CFAM 1469 K. ohmeri 21,0 (+7,0)
CFAM 1467 K. ohmeri. 20,02 (+ 4,5)
CFAM 1473 K. ohmeri 26,0 (+8,7)
CFAM 1476 M. caribbica 41,32 (+ 10,0)
CFAM 1489 M. guilliermondii 33,3° (9,8
CFAM 1460 S. cerevisiae 45,3 (+1,5)

Na tabela 6, guando analisamos as letras encontradas em cada cepa, podemos
observar que algumas apresentam diferenca estatisticamente significativa entre si.
Letras iguais significam que s&o semelhantes entre si e letras distintas apontam
diferencas. Ainda é possivel visualizar, na tabela 6, que a cepa de C. glabrata possui
a maior média, com o maior nimero de leveduras aderidas (figura 1A) ou inseridas
(figura 1B) nos macrofagos, seguido de C. parapsilosis e C. tropicalis, o que significa
gue possuem menor resisténcia a fagocitose. Essas cepas nao diferem entre si,
juntamente com as cepas da M. caribbica, C. albicans e K. ohmeri. Contudo, essas 3

primeiras cepas citadas diferem estatisticamente de M. guilliermondii e S. cerevisiae.



56

A cepa da M. caribbica, C. albicans e as trés K. ohmeri também né&o diferem
estatisticamente entre si e nem das cepas M. guilliermondii e S. cerevisiae. As cepas
de K. ohmeri apresentaram as menores médias de leveduras fagocitadas por 100

macrofagos, significando que essas cepas possuem maior resisténcia a fagocitose.

Figura 1 — Células de leveduras pertencentes a Colecdo CFAM
ILMD/Fiocruz Amazénia aderidas (A) e no interior dos macrofagos
(inseridas) (B) (400x).

Durante a analise microscopica das cepas de C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis foram observadas a emissdo de filamentos, como mostra a figura 2. De
acordo com Silva (2013), essa caracteristica de filamentacdo auxilia a reducédo do
ataque das células fagociticas, causando a evasao do sistema imune. No entanto, em
nossa pesquisa C. parapsilosis e C.tropicalis apresentaram médias altas para
fagocitose de leveduras, indicando que apresentam baixa resisténcia a fagocitose,

guando comparadas a outras leveduras como M. guilliermondii e S. cerevisae.

Figura 2 — Blastosporos de Candida da Cole¢cdo CFAM ILMD/Fiocruz Amazénia
emitindo tubos germinativos no interior ou aderidas a células fagociticas (400x).
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A presenca de hifas é considerada um fator de viruléncia, porém existem outros
fatores, como a producdo das enzimas: fosfolipase, protease, hemolisina e urease,
além da formacéo de biofilme, que ja foi discutido nesta pesquisa. Esses outros fatores
de viruléncia foram apresentados na pesquisa de Goiabeira (2022) para essas cepas.
Nela foi mostrado que uma das cepas com uma das maiores meédias, C. parapsilosis
nao apresentou producdo de nenhuma enzima, mostrando que com apenas a
capacidade de produzir hifas ndo é possivel resistir a fagocitose no ensaio. No
entanto, o isolado de C. tropicalis, outra cepa com a capacidade de emitir filamentos,
foi capaz de produzir hemolisina (muito forte) e protease (forte) e mesmo assim
apresentou baixa resisténcia a fagocitose.

Jé a cepa de C. albicans foi capaz de produzir fosfolipase e hemolisina e essas
produgdes foram classificadas como uma atividade muito forte (GOIABEIRA, 2022).
Essa cepa foi a Unica entre as 3 com a capacidade de produzir fosfolipase, enzima
responsavel por usar os fosfolipidios presentes na membrana das células humanas
como substratos, e apresentou média menor de resisténcia a fagocitose quando
comparada com C. parapsilosis e C. tropicalis, porém sem diferenca estatisticamente
significativa entre elas.

As cepas de K. ohmeri apresentaram as menores meédias, tendo um maior
poder de resistir a fagocitose, porém sem diferenca significativa entre elas e outras
cepas. Ao analisar a producéo de enzimas, elas apresentam em comum a capacidade
de produzir hemolisina, a cepa CFAM 1467 com classificagado forte e as demais muito
forte. Elas ndo foram capazes de produzir outro tipo de enzima, com excecédo da cepa
CFAM 1469, que produziu protease (muito forte) (GOIABEIRA, 2022).

O isolado de C. glabrata, apresentou uma média alta de 56,6, com baixo poder
de escapar das células fagociticas, diferindo estatisticamente de M. guilliermondii e S.
cerevisae. Galocha e colaboradores (2019) apontam que essa espécie escapa de
células fagociticas através de uma estratégia de persisténcia, replicando-se dentro
dos fagocitos e, eventualmente, levando a morte celular devido a carga fungica, em
vez de escapar ativamente por meio de enzimas. A C. glabrata é considerada uma
das espécies Candida n&o-albicans mais comuns nos episodios de infeccbes da
corrente sanguinea por Candida, responsavel por 13% a 29% das candidemias
(SOUZA et al., 2022).
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Uma cepa de K. ohmeri (anamorfa C. guilliermondii var membranifaciens),
obteve uma média de 26, enquanto as outras obtiveram 20 e 21; médias baixas
guando comparadas com as demais. Essa espécie tem sido considerada um patégeno
emergente com varias infecgdes invasivas relatadas nos udltimos anos. Em uma
revisao entre infeccdes por K. ohmeri as infec¢cdes invasivas representaram a maioria:
62 casos de 67 (92,5%). Entre as infec¢des invasivas, 46 eram fungemia (74,2%).
Dentre todos os casos, 31 (46,3%) dos pacientes haviam sido implantados com pelo
menos um tipo de cateter e 15 (22,4%) dos pacientes receberam traqueostomia ou
ventilacdo mecanica, além de estarem sob terapia imunossupressora, recebendo
guimioterapicos e corticosterdides. A prematuridade também foi um importante fator
de risco para neonatos, onde 10 (90,9%) dos neonatos nascidos prematuros
desenvolveram infec¢Bes esporadicas por K. ohmeri (ZHOU et al., 2021).

Ainda ha relatos de dois surtos de infeccbes por K. ohmeri, incluindo um na
China, onde houve o acometimento de 6 neonatos prematuros por fungemia, e outro
na Turquia, onde houve o acometimento de 2 criancas por fungemia (OTAG et al.,
2005; LIU et al., 2012). Em 2020, surgiu o primeiro relato de caso de fungemia
causada por essa levedura no estado do Amazonas, a paciente se tratava de uma
crianca de 3 anos, do género feminino, que se encontrava internada em um hospital
da rede privada da cidade de Manaus. A infeccao foi identificada ap6s 0 uso de um
cateter venoso central para realizacdo de terapia antimicrobiana, o tratamento da
infecgao invasiva foi realizado com o medicamento anfotericina B desoxicolato e o
dispositivo médico foi removido (NASCIMENTO et al., 2020).

As espécies M. guilliermondii (anamorfa C. guilliermondii) e M. caribbica
(anamorfa C. fermentati) fazem parte do complexo Candida guilliermondii. C.
guilliermondii também é considerada um patdégeno emergente, sendo que no Brasil ja
é considerada como causadora de até 10% dos casos das candidemias. A maior
preocupacdo em relacdo a essa espécie € por ela possuir suscetibilidade diminuida
aos tratamentos realizados por medicamentos polienos (anfotericina B) e azois
(fluconazol e itraconazol) (SANDVEN, 2000). Nesse ensaio, M. guilliermondii
apresentou uma média intermediaria de 33,3 e apresentou diferenga estatistica
significativa com C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis, apresentando poder de

resistir a fagocitose.
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O isolado de Meyerozyma caribbica (anamorfa Candida fermentati) obteve a
meédia de 41,3, ndo apresentou diferenca significativa entre as outras cepas, e de
acordo com Goiabeira (2022) ela ndo tem a capacidade de produzir nenhuma enzima.
Essa espécie é considerada menos frequente em infec¢des e parece nao apresentar
resisténcia a antifungicos, diferente de M. guilliermondii (PFALLER et al., 2006).

As infeccdes de corrente sanguinea pela espécie S. cerevisiae em UTI séo
consideradas raras, sendo chamada por SILVA e colaboradores (2011), em um caso
descrito no Rio de Janeiro, como atipica. Nesse relato houve associacdo dessa
levedura com uma do género Candida, que normalmente acarreta alta taxa de
mortalidade. Os fatores de risco sdo comuns ao das candidemias, mas na fungemia
por S. cerevisiae, um fator de risco exclusivo é a utilizacdo prévia do
probiético Saccharomyces boulardii, utilizado no tratamento de diarréias. No ensaio
de fagocitose realizado neste estudo, essa cepa apresentou meédia de 45,3, diferindo
estatisticamente de C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis. Além de ter a
capacidade de produzir fosfolipase, protease e hemolisina, todas com atividade muito
forte (GOIABEIRA, 2021).
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6. CONCLUSAO

As cepas estudadas sdo leveduras oportunistas com caracteristicas de
viruléncia e, portanto, merecem atencédo especialmente as cepas de espécies de
leveduras consideradas emergentes:

e Os resultados mostraram que entre as leveduras testadas ha fortes produtoras
de biofilme que indica que essas cepas tém potencial para a colonizacao de
dispositivos invasivos.

e Apesar da anidulafungina ser um antifingico de ultima geracao, os resultados
mostraram cepas que ndo foram suscetiveis, corroborando que ha a
necessidade de avaliagdo dos antifingicos sempre que h& a infeccao para ter
a melhor estratégia de tratamento.

e O teste de fagocitose mostrou que as cepas de Kodamaea ohmeri analisadas
apresentaram as menores médias de células fagocitadas e estatisticamente
apresentaram uma resisténcia a fagocitose semelhante as cepas de espécies

comumente envolvidas em fungemia.
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