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Resumo

Candidemia é a infeccdo da corrente sanguinea causada por leveduras do género
Candida. A capacidade de Candida em aderir as células hospedeiras, infectar e causar doenca é
dita como potencial fendbmeno de viruléncia sendo aderéncia, o evento inicial na patogénese,
assim como formag&o de biofilmes, que podem provocar resisténcia terapéutica. Neste estudo
foram avaliados pacientes em setores de cuidados intensivos quanto a ocorréncia de candidemia
e cepas de Candida foram testadas quanto a capacidade de adesdo e formagdo de biofilme.
Foram obtidos 11 isolados de Candida distribuidos entre as espécies C. albicans, C.
parapsilosis, C. guilliermondii e C. tropicalis. Todas apresentaram capacidade de aderir-se com
intensidades forte e fraca, formando biofilmes de moderado a fraco. Pode-se ressaltar que a
epidemiologia fornece relevantes informagfes sobre incidéncia de agentes -etioldgicos.
Outrossim, testes de viruléncia como aderéncia e formagdo de biofilme, proporciona o
conhecimento do grau patogénico do agente infeccioso e conducdo de uma terapéutica
direcionada.
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Introducéo

O numero de casos de infeccbes fangicas invasivas tem aumentado
substancialmente na América Latina e no mundo, estando esse elevado numero
relacionado a fatores que tornam os pacientes susceptiveis a tais infec¢des, destacando-
se as causadas por leveduras (Garnacho-Montero et al., 2012).

A severidade da doenca de base comumente conduz a internacdo em Unidades
de Terapia Intensiva (UTI) por vezes associado a um tempo prolongado, bem como uso
de procedimentos invasivos. Neste sentido, as leveduroses assumem um papel de

destaqgue como causa de infecches endogenas e exdgenas por consequéncia da
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diminuicdo na imunidade humoral e celular, exposicdo a procedimentos invasivos que
medeiam a quebra das barreiras de defesas naturais, antibioticoterapia de amplo
espectro, uso de imunossupressores, tempo prolongado de permanéncia hospitalar e
outras condicOes que favorecem essas micoses (Monteiro et al., 2011).

Nas leveduroses, espécies de Candida sdo predominantes tendo atualmente
conduzido a diversos quadros clinicos, desde superficiais a invasivos, a exemplo das
infeccBes da corrente sanguinea, sendo causa de morbidade e em muitos casos,
mortalidade Garnacho-Montero et al., 2012; Ye et al., 2013).

A capacidade destas leveduras, agentes etioldgicos de candidemia, em se aderir
as celulas do hospedeiro, infectar e causar doenca é definida como potencial de
viruléncia, sendo o evento inicial na patogénese destas infec¢fes. Outra condicdo que
facilita o estabelecimento de infec¢des invasivas é a formacao de biofilmes, os quais séo
agregados celulares embebidos por uma matriz polimérica extracelular que confere
elevada resisténcia terapéutica (Lacaz et al., 2002).

Este estudo fundamenta-se em pesquisas que busquem indicar a epidemiologia

para casos de candidemia em UTIs e fatores de viruléncia relacionados.

Material e Métodos
Coleta de amostras clinicas e obtencéo dos isolados de Candida spp.

Coletas foram realizadas em pacientes internados em UTI de Hospitais do
Recife-PE ap06s aprovacdo pelo comité de ética da UFPE. Amostras de sangue venoso
foram coletadas, por puncdo e adicionadas em tubos contendo meio Brain Heart
Infusion (BHI) para diagndstico laboratorial micoldgico. Estes foram acondicionados
por 72 horas a 37°C e ap0s turvacao, aliquotas foram transferidas para placas contendo
meio Sabouraud Dextrose Agar (DIFCO) e mantidas em até 15 dias.

Apos o surgimento das colbnias estas foram identificadas através da taxonomia
classica e confirmadas pelo método automatizado, baseados nas caracteristicas

morfofisioldgicas (Barnett, 2000).

Realizag4o de testes de patogenicidade

Para analise da capacidade de aderéncia, células epiteliais foram obtidas da
cavidade bucal de hospedeiro jovem livre de caries, com previa higienizagdo oral, e
mantidas em banho de gelo. Em todas as etapas sobre testes de aderéncia foi utilizado o
tampdo fosfato (PBS). Os isolados de Candida foram semeados no meio &gar
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Sabouraud com de 0,5% extrato de levedura. Apds 72h, as leveduras foram suspensas
em 2ml de PBS contidos em tubos, centrifugadas trés vezes a 1.580 rpm por 10 minutos
e re-suspendidas para uma concentracdo final de 2 x 107cels/mL. As células de
leveduras e as epiteliais foram homogeneizadas e agitadas durante duas horas.
Posteriormente, foram montadas laminas com azul de metileno e realizada a
microscopia. Os resultados foram expressos pela média aritmética e de acordo com a
quantidade de leveduras aderidas foram interpretados como forte aderéncia (F), fraca
aderéncia (f) e sem aderéncia visivel (0).

A avaliacdo da capacidade de formacdo de biofilme foi realizada com uma
suspenséo salina dos isolados de Candida com concentragdo final de 108 UFC/mL. 20l
foram inoculados em 180ul de &gar Sabouraud liquido contido em microplacas,
mantidas a 35°C por 24h. O conteudo foi aspirado e os pocos lavados com agua
destilada, colocando safranina para avaliacdo de acordo com a intensidade da coloracéo,
interpretando como fraca coloracdo (1+); coloracdo mediana (2+ e 3+) e fortemente
corados (4+), representados como fraca, mediana e forte formacéo de biofilme.

Resultados

Foram acompanhados 1.462 pacientes internados nas UTIs dos hospitais
publicos Agamenon Magalhdes e Getulio Vargas, ambos localizados na cidade do
Recife, PE. Destes, foram obtidas 1.275 amostras de sangue, das quais o diagndstico de
candidemia foi conclusivo em 11 casos.

Com base na avaliacdo clinica, todos pacientes com suspeita de candidemia
apresentaram estados febris. Vomitos, diarréia e problemas respiratérios também foram
sintomas diagnosticados em nossa pesquisa.

Quanto as doencas de base dos que apresentaram a infeccdo, as de origem
cardiovascular, diabetes mellitus, doencas hepaticas e neoplasias até 0 momento foram
as mais incidentes. Entre as condi¢des de risco associadas, as mais frequentes foram
idade avancada, uso de terapia profilatica com antifingicos, antibioticoterapia e
corticoidoterapia por longo periodo, nutri¢cdo parenteral e transplantes.

Nas etapas de diagnéstico laboratorial micoldgico foram isoladas culturas de
leveduras com coloracdo de branca a creme, superficie de textura lisa e bordos regulares

e irregulares.
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O método de taxonomia classica permitiu a identificacdo dos agentes etioldgicos
em nivel de espécie, assim como o sistema automatizado Vitek-2 (Vitek Systens Inc.,
Hazelwood, Mo, EUA).

Dos casos de candidemia diagnosticados quatro corresponderam a espécie C.
albicans, trés C. parapsilosis, duas C. gilliermondii e uma C. tropicalis (Tabela 1). Os
11 isolados de Candida foram analisados quanto a capacidade de aderéncia as células
epiteliais, importante evento caracterizado como inicial para determinar a

patogenicidade das cepas, sendo demonstrado de forma diversificada nesta pesquisa.

Tabela 1. Capacidade de aderéncia e formacdo de biofilme por isolados de
Candida obtidos do sangue de pacientes internados em Unidades de Terapia

Intensiva.
NUmero de Espécie Capacidade de Formacao de
registro aderéncia biofilme
12199 Candida albicans F 3+
8338 C. albicans f 1+
12680 C. albicans F 1+
121 C. albicans f 2+
1302092 C. albicans f 1+
633 C. guiliermondii f 1+
772 C. guiliermondii F 3+
13477 C. parapsilosis f 2+
5551 C. parapsilosis F 1+
13531 C. parapsilosis f 1+
269 C. tropicalis f 3+

F: Forte aderéncia, f: fraca aderéncia; 1+: fraca formacdo, 2+ e 3+: moderada formacao.
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Figural. Células de leveduras do género Candida sp.
aderidas as células do epitélio bucal. A) Fraca
aderéncia; B) Forte aderéncia.
Nossos resultados apontaram forte e fraca capacidade de adesdo as células
epiteliais (Figura 1). Nenhum dos isolados de Candida avaliados apresentou
incapacidade de aderir-se as células epiteliais. Todos os isolados mostraram capacidade

de formacgdo de biofilme; porém, de moderado a fraco (Figura 2). Uma cepa de C.
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albicans (12199) e uma de C. guiliermondii (772) foram destaques com maiores

capacidades de adeséo e formacdo de biofilme, ou seja, maior grau de viruléncia.
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Figura 2. Placa de micro diluicdo demonstrando a intensidade da
formagéo de biofilme pelos isolados de Candida sp. obtidas de
amostras de sangue de pacientes com candidemia. 1+ (fraco); 2+ e 3+
(moderado)

Discusséo

Durante as duas Ultimas décadas, tem ocorrido mudanca no perfil
epidemioldgico das espécies de Candida isoladas em UTI. Recentemente, uma
propor¢do crescente de episodios de candidemia tem sido causada por espécies de
Candida ndo albicans, dado este que reflete em uma mudanca epidemioldgica
importante (Chow et al., 2008). Contudo, C. albicans continua a ser a espécie
predominante na maioria dos paises (Calandra e Marchetti, 2002) isolada em infec¢des
invasivas de diferentes sitios anatdmicos (Leroy et al., 2009), estando também, esse
dado, verificado em nossa pesquisa.

Com base no diagnostico clinico, este € inespecifico sendo a febre o sinal mais
comum, o que torna o diagnoéstico de candidemia um desafio (Couto et al., 2011).

Frequentes estudos tem demonstrado importancia em se investigar fatores de
viruléncia de agentes patogénicos, sobretudo as leveduras do género Candida
responsaveis por candidemia, para estabelecer estratégias de prevencgdo, controle e
tratamento eficaz. Resultados obtidos por Tamura et al. (2007), também inferiram alto
poder de aderéncia para isolados de C. albicans, conforme nossos resultados. Segundo
0s autores € consenso que a maior parte das candidemias seja precedida pelo evento de
colonizagdo do proprio paciente pela mesma espécie de levedura responsavel pela
infeccdo.

Biofilmes de Candida séo dificeis de erradicar, especialmente devido a sua alta

resisténcia a alguns antifingicos. Consequentemente, investigacbes sobre a
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patogenicidade de Candida tém sido foco na prevencdo e gestdo de desenvolvimento de
biofilme, sua arquitetura, e resisténcia (Seneviratne et al., 2008). Kuhn et al. (2002), ao
comparar os biofilmes formados por diferentes espécies de Candida, observaram que C.
albicans produziu biofilmes mais fortes que as espéecies de Candida ndo albicans.
Contudo, conforme nossos achados, outros autores relatam que isolados de Candida
oriundos de sangue apresentam, normalmente, biofilmes mais fracos.

Neste estudo foi observado que duas cepas se destacaram quanto a capacidade
de melhor aderir-se e formar biofilme. Estes isolados podem possuir uma melhor
capacidade de infeccdo assim como, possuir maior barreira e resisténcia as terapias
antifungicas devido a estes fatores. Podemos ainda salientar que todos os isolados
capazes de realizar adesdo as células epiteliais também apresentaram capacidade de
formar biofilmes, podendo estas condicBes estarem correlacionadas, contudo, outros

estudos precisam ser realizados para consolidar estas afirmacdes.

Conclusdes
Espécies de C. albicans continuam a ser predominantes para casos de
candidemia, contudo espécies ndo albicans, como C. parapsilosis tem também
predominado.
Fatores de viruléncia como aderéncia a células epiteliais e formacéo de biofilme
sdo de suma importancia para avaliar o poder patogénico do agente no curso da infec¢do

e conduzir a uma terapéutica melhor direcionada.
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