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RESUMO

O objetivo principal deste trabalho foi determinar a ocorréncia de Candida albicans e
outras leveduras oportunistas em amostras de agua e areia de praias dos estados
do Rio de Janeiro e Parana, buscando correlacionar estes micro-organismos com o0s
indicadores convencionais de poluigdo fecal. Além disso, o potencial patogénico
destas leveduras foi avaliado por meio da pesquisa de fatores de viruléncia e da
susceptibilidade aos antifungicos usuais. Durante o ano de 2010, foram coletadas 72
amostras de agua e 144 de areia. Para o isolamento de leveduras, as amostras de
agua e os lavados das amostras de areia foram filtrados através de membranas
estéreis que foram depositadas sobre a superficie de trés diferentes meios. Para a
determinacao de leveduras totais, foi utilizado o agar Extrato de Malte-Extrato de
Levedura que foi incubado a 25°C. Para isolamento diferencial de espécies de
Candida potencialmente patogénicas foi utiizado o CHROMagar-Candida que foi
incubado a 37°C. O isolamento de possiveis leveduras C. albicans foi feito a 37°C
em agar mCA. As leveduras foram identificadas por meio do sequenciamento da
regiao D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA. Isolados de espécies
oportunistas foram submetidos a testes de susceptibilidade aos antifungicos
fluconazol, itraconazol e anfotericina B e avaliados quanto a presenca de fatores de
viruléncia como a producdo de proteinase, a adesao a células epiteliais bucais, a
capacidade de sofrer morfogénese e a capacidade de formar biofilme em fragmentos
de cateter in vitro e in vivo. Por fim, foram selecionadas linhagens para a realizagéo
de testes de viruléncia in vivo utilizando camundongos BALB/c como modelo animal.
Para a quantificacdo de Escherichia coli foi utilizado o método do substrato definido,
utilizando o reagente COLILERT. As contagens de leveduras variaram de 0 a 408
UFC/g para as areias e de 0 a 172UFC/100mL para as aguas. Nao foram
encontradas correlagdes significativas entre as densidades de leveduras e de
bactérias indicadoras nas amostras avaliadas. Dentre as 96 diferentes espécies de
leveduras isoladas em CHROMagar-Candida, C. parapsilosis foi a mais prevalente,
seguida de Rhodotorula mucilaginosa e Meyerozyma quilliermondii. Em agar mCA,
apenas trés dos 74 isolados foram identificados como C. albicans. Sessenta € um
por cento das 144 leveduras testadas quanto a susceptibilidade aos antifungicos
apresentaram resisténcia ou sensibilidade dose-dependente a pelo menos uma das

drogas avaliadas. Quanto a produgdo de proteinase, 41% das 144 linhagens
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avaliadas apresentaram formagdo de halo em meio contendo albumina de soro
bovino, sendo assim consideradas positivas. As espécies que apresentaram maiores
indices de adesédo as células epiteliais bucais (CEBs) foram C. albicans, com uma
meédia de 146 leveduras aderidas a cada 50 CEBs, e Kodamaea ohmeri, com 286
leveduras aderidas a cada 50 CEBs. Todas as linhagens de C. albicans testadas
foram capazes de sofrer morfogénese e formar biofiime em fragmentos de cateter
tanto em experimentos in vitro quanto in vivo. Além disso, foi possivel confirmar o
potencial patogénico de trés destas linhagens durante o ensaio de infec¢ao
disseminada. A identificacdo de diversas espécies de leveduras oportunistas
isoladas a partir das amostras de agua e areia coletadas em praias do Rio de
Janeiro e Parana, bem como a presenca de fatores de viruléncia e a ocorréncia de
resisténcia aos antifungicos entre as mesmas, sugerem um risco potencial a saude
de pessoas, principalmente imunocomprometidas, que utilizam estes ambientes para

recreagao.



ABSTRACT

The main objective of this work was to determine the occurrence of Candida albicans
and other opportunistic yeasts in sand and water samples from beaches in Brazil and
try to correlate these microorganisms with the conventional indicators of fecal
pollution. Pathogenic potential of these yeasts was also assessed by the research of
virulence factors and the susceptibility to usual antifungal drugs. A total of 72 water
samples and 144 sand samples were collected during the year 2010. Sand
suspensions and water samples were filtered through sterile membranes and the
filters were placed onto three different culture media. To determine the total yeast
counts, it was used the YM agar plates that were incubated at 25°C. For the
differential isolation of Candida species, it was used the CHROMagar-Candida plates
that were incubated at 37°C. The isolation of possible C. albicans strains was
performed on mCA agar at 37°C. Yeasts were identified by sequencing of the D1/D2
variable domains of the large-subunit of the gene of the rRNA. Yeast isolates
belonging to opportunistic species were evaluated regarding their susceptibility to
fluconazole, itraconazole and amphotericin B. The presence of virulence factors such
proteinase production, adhesion to buccal epithelial cells, morphogenesis, and the in
vitro and in vivo biofilm formation on catheter pieces were also investigated. Finally,
strains were selected for carrying out virulence tests using Balb/c mice as model.
Escherichia coli and total coliforms were enumerated by using the defined substrate
technology (Colilert). Yeast counts ranged from 0 to 408CFU/g for sand and from 0
to 172CFU/M100mL for water. There were no significant correlations between yeast
and indicator bacteria densities in the collected samples. Among the 96 different
yeast species isolated in CHROMagar-Candida, C. parapsilosis was the most
prevalent, followed by Rhodotorula mucilaginosa and Meyerozyma gquilliermondii.
Only three of 74 yeast isolates in mCA agar were identified as C. albicans. Sixty one
percent of the 144 evaluated yeasts presented resistance or dose-dependent
sensibility to at least one tested drug. Regarding the proteinase production, 41% of
the 144 evaluated strains showed halo formation on medium containing bovine
serum albumin, and thus were considered positive. Species that presented the
highest rates of adhesion to buccal epithelial cells (BEC) were C. albicans with an
average of 146 yeasts every 50 BECs, and Kodamaea ohmeri with 286 yeasts every

50 BECs. All C. albicans strains that were tested were able to undergo
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morphogenesis and form biofilm on the catheter fragments in experiments both in
vitro and in vivo. Furthermore, it was possible to confirm the pathogenic potential of
three of these strains during the disseminated infection test. The identification of
several opportunistic yeast species isolated from water and sand samples collected
from beaches in Rio de Janeiro and Parana states, and the presence of virulence
factors and the ocurrence of antifungal resistance among them, suggest a potential

risk to health of people who use these environments for recreational purposes.
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1 — RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

As aguas marinhas costeiras contém uma grande diversidade de micro-
organismos, entre bactérias, fungos e virus, que podem ou nédo ser patogénicos. As
leveduras fazem parte desta microbiota, contribuindo com um grande numero de
espécies, sendo a maioria aloctone, isto €, introduzida neste ambiente por meio de
efluentes de esgotos e do uso intensivo por banhistas, ou simplesmente pelo aporte
de material terrestre. Assim, ha uma correlacdo entre o nivel de poluicao local e a
densidade e o numero de espécies de leveduras presentes no mar. Como muitas
destas espécies de leveduras encontradas em aguas poluidas sao consideradas
patégenos oportunistas, as atividades recreativas nestes locais podem resultar no
desenvolvimento de doencgas, como infecgdes de ouvido, olhos, garganta e pele nos
banhistas. Esta diversidade de micro-organismos também €& encontrada nas areias
das praias e sofre influéncia direta das comunidades presentes nas aguas do mar.

Como sdo poucos os estudos com linhagens de C. albicans e outras
leveduras oportunistas obtidas a partir de amostras ambientais, o conhecimento
sobre a viruléncia destes micro-organismos ainda é restrito. Muitas vezes estes
fungos sao isolados de ambientes utilizados para recreagédo, estando em contato
direto com humanos, sejam adultos saudaveis ou mesmo criangas, idosos e
individuos imunossuprimidos, o que torna necessaria uma maior investigagdo destas
linhagens, até mesmo para avaliar o risco de exposi¢do as mesmas.

Assim, a avaliagcdo e o monitoramento da qualidade das aguas e areias das
praias de recreacdo sdo extremamente importantes a fim de se estabelecer o risco
de exposicdo dos usuarios aos contaminantes encontrados nestes locais.
Entretanto, em paises tropicais e subtropicais, os indicadores microbiologicos de
poluicdo fecal hoje utilizados nem sempre desempenham o papel desejado, pois
populagdes destes micro-organismos muitas vezes podem permanecer viaveis no
ambiente por longos periodos de tempo, além de n&o apresentarem uma boa
correlagcdo com a presenga de alguns patdogenos. Outros micro-organismos
poderiam ser utilizados como indicadores de poluicdo de forma complementar aos
tradicionalmente empregados, entretanto, ainda ndo ha um consenso entre os
pesquisadores sobre qual grupo ou qual organismo atenderia bem a esta finalidade.

Assim, este trabalho tem como objetivo determinar a ocorréncia de leveduras

em aguas e areias de algumas praias do Rio de Janeiro e do Parana, bem como,
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buscar uma correlacdo entre as espécies encontradas com os indicadores
convencionais de poluicdo fecal. Além disso, pretende-se avaliar o potencial
patogénico das leveduras isoladas por meio da pesquisa de fatores de viruléncia, do
perfil de susceptibilidade aos antifungicos usuais e da capacidade de causar doenca

em camundongos.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Leveduras em ecossistemas aquaticos

2.1.1 Introdugao a ecologia de leveduras

As leveduras correspondem a um grupo heterogéneo de fungos
ascomicéticos e basidiomicéticos que possuem como caracteristicas comuns um
crescimento vegetativo predominantemente unicelular e a formacado de estagios
sexuais nao incluidos em corpos de frutificagcdo (KURTZMAN & FELL, 1998). Estes
micro-organismos sao considerados ubiquos, fazendo parte da maioria dos
ecossistemas naturais. Uma ampla diversidade de leveduras ocorre no solo, em
aguas doces e marinhas, e em associagdo com plantas e animais (DEAK, 2006).
Atualmente, ha cerca de 1500 espécies descritas, pertencentes a 149 géneros,
sendo que as estimativas sugerem que este numero represente apenas cerca de 1%
das espécies existentes na natureza (KURTZMAN & FELL, 2006; KURTZMAN et al.,
2011).

Uma variedade de fatores bioticos e abioticos exerce influéncia na vida das
leveduras. Assim, o conjunto de condigdes prevalentes em cada ambiente ira definir
a atividade metabdlica, o crescimento e a sobrevivéncia das mesmas (DEAK, 2006;
WALKER, 2011). A temperatura é uma das principais propriedades fisicas que
regem o crescimento destes fungos. A maioria das leveduras € mesoéfila e cresce
bem entre 20 e 30°C. Leveduras psicrofilas, com temperaturas otimas de
crescimento abaixo de 20°C, também tém sido isoladas de regides mais frias como,
por exemplo, de aguas antarticas. No entanto, espécies termofilicas sao raras (VAZ
et al., 2011; WALKER, 2011).

Outras caracteristicas que contribuem para a selecido das espécies de um
determinado local sdo (DEAK, 2006):

. 0 pH - no geral, as leveduras sao acidofilicas e crescem muito bem em faixas de
pH entre 4,5 e 6,5, mas toleram também valores de pH entre 3 e 10;

. a atividade de agua - embora muitas espécies sejam capazes de suportar
condi¢des de baixa atividade de agua, a maior parte ndo se desenvolve bem em

atividades de agua inferiores a 0,80;



. a concentragdo de oxigénio - a maioria das leveduras & aerdbica e mesmo as
espécies anaerobicas facultativas, capazes de realizar fermentagdo, ndo crescem
bem sob condi¢gdes de completa anaerobiose, uma vez que o oxigénio € um fator de
crescimento necessario na biossintese de esterdis e acidos graxos da membrana;

. as interagbes entre micro-organismos — quando ha a sobreposicédo de diferentes
populagdes de micro-organismos em uma mesma comunidade, € natural que haja
interagbes entre as mesmas. Estas interacbes podem favorecer ou prejudicar a
adaptacao de determinada espécie de levedura em um local particular.

Na abordagem dos ecossistemas aquaticos, outros dois fatores ambientais
devem ser levados em consideracdo: a radiacao solar e a pressao hidrostatica. As
poucas observagdes que foram feitas em relagao aos efeitos da luz solar sobre as
leveduras apontam para um efeito fungicida de determinados comprimentos de onda
ultravioleta. Isto ajudaria a explicar a relativa abundancia de espécies pigmentadas
na superficie de plantas e em aguas oligotréficas com altos indices de transparéncia.
Em relagdo a presséao, ja foram isoladas leveduras de sedimentos e organismos
benténicos a profundidades de 2.000 a 6.500m. Dentre aquelas isoladas de locais
profundos, ha uma prevaléncia de leveduras vermelhas (DEAK, 2006).

Por fim, uma importante questdo que interfere diretamente na manutencéao e
na reproducdo das ceélulas de leveduras é a disponibilidade de nutrientes. Sao
necessarias fontes de carbono, nitrogénio e sais minerais. Além disso, algumas
leveduras podem requerer fontes externas de vitaminas ou outros fatores de
crescimento. As fontes mais importantes de carbono e energia sdo os carboidratos,
principalmente os agucares tais como as hexoses e os oligossacarideos. Embora
muitas leveduras possuam a capacidade de fermentar determinados acucares
simples, cerca da metade das espécies conhecidas realiza exclusivamente a
oxidagao aerobica (DEAK, 2006; RODRIGUES et al., 2006). Todas as leveduras s&o
capazes de utilizar fontes inorganicas de nitrogénio e muitas espécies podem utilizar
também fontes organicas. Ja foram descritas mais de 50 diferentes fontes de
nitrogénio para estes fungos incluindo L-aminoacidos, D-aminoacidos, pirimidinas,
purinas, poliaminas, aminas, nitratos e nitritos. O padrdo de utilizagdo destes
compostos varia com a espécie (MESSENGUY et al., 2006).

A diversidade de perfis bioquimicos e fisioldgicos dentre as leveduras torna
estes micro-organismos mais versateis ao permitir a utilizacdo de uma ampla

variedade de nutrientes disponiveis e, consequentemente, ampliando os possiveis
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nichos de colonizagdo (DEAK, 2006). Um importante papel das leveduras na
natureza, similar aos dos demais fungos heterotroficos, é o de atuar como
decompositoras por meio da conversdo de uma variedade de materiais organicos
complexos em compostos organicos simples e moléculas inorganicas. Assim,
carbono, nitrogénio, fosforo e outros elementos fundamentais tornam-se novamente
disponiveis no ambiente para outros organismos vivos (PRESCOTT et al., 1999;
KUTTY & PHILIP, 2008).

2.1.2 Ocorréncia e diversidade de leveduras em ambientes aquaticos

As leveduras encontram-se distribuidas em quase todos os ambientes
naturais aquaticos, ou seja, em oceanos e mares, estuarios, lagos e rios. Nas
ultimas décadas, varios estudos tém sido desenvolvidos visando caracterizar as
populagcdes de leveduras presentes nestes locais (HAGLER & MENDONCA-
HAGLER, 1981; ROSA et al., 1990; GADANHO et al., 2003; VOGEL et al., 2007;
LOUREIRO et al., 2005; WANG et al., 2008; CHEN et al., 2009; BRANDAO et al.,
2010; FRANCIS, 2013). Os dados gerados por estes trabalhos permitiram aos
pesquisadores a observagao de caracteristicas gerais que se adequam a maioria
dos ambientes estudados e que serdo discutidas a seguir.

Em relagdo as densidades de leveduras, nota-se uma maior contagem em
aguas doces do que em aguas marinhas, embora isso varie com o nivel de poluigéo
e com a presenca de florescimentos de algas e de vegetais. Além disso, ha um
decréscimo na quantidade de leveduras com o aumento da distancia da costa e da
profundidade da agua (HAGLER & AHEARN, 1987; NAGAHAMA, 2006). As
populacdes de leveduras menos densas sao encontradas em oceanos abertos, onde
contagens de aproximadamente 10 células por litro sdo comuns. As contagens
destes micro-organismos, por litro, variam geralmente de até 100 para aguas né&o
poluidas de lagos e regides costeiras, de 100 a 500 em ambientes mesotroficos, de
500 a 1000 em aguas poluidas, mas ainda consideradas seguras para recreagao, e
maiores que 1000 para aguas eutrdéficas. As densidades em esgotos s&do altamente
variaveis, mas sdo muito superiores aquelas proprias de aguas naturais (HAGLER &
AHEARN,1987).

Apesar da ampla diversidade de espécies de leveduras que ja foram isoladas

de amostras de agua, apenas um numero limitado é consistentemente prevalente
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(KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979). Dentre as espécies encontradas com
frequéncia destacam-se as leveduras vermelhas, especialmente em trabalhos
envolvendo aguas marinhas e doces oligotroficas. Dentre estas, o género
Rhodotorula € o mais comum, mas espeécies de Rhodosporidium e Sporobolomyces
também sao encontradas (NAGAHAMA, 2006). Os fatores que podem favorecer a
abundancia de espécies de Rhodotorula nos oceanos incluem a tolerancia osmotica
e a habilidade de suportar altas pressoes (40 MPa) caracteristicas de zonas mais
profundas (MUNN, 2004). As leveduras negras também sao usualmente isoladas de
todos os tipos de aguas, porém a baixas densidades, sendo representadas
principalmente pela espécie Aureobasidium pullulans. Os fungos pertencentes a esta
espécie sao comumente associados com folhagens e com o solo e, provavelmente,
entram na 4agua sendo transportados por carreadores terrestres. A levedura
ascomicética mais comum em aguas marinhas é a espécie Debaryomyces hansenii.
A tolerancia a salinidade e a habilidade de utilizar uma grande variedade de fontes
de carbono sado provavelmente fatores relacionados a ampla distribuicdo desta
levedura. Outras espécies comumente isoladas tanto de aguas doces quanto
marinhas sdo Candida parapsilosis, Cryptococcus albidus e Cr. laurentii. No geral,
as leveduras basidiomicéticas sdo prevalentes em amostras de aguas oligotroficas
e/ou profundas, enquanto as ascomicéticas sdo encontradas em maiores numeros
em amostras de aguas rasas e/ou ricas em matéria organica (HAGLER & AHEARN,
1987; NAGAHAMA, 2006; KANDASAMY et al., 2012).

As leveduras isoladas de ecossistemas marinhos podem ser divididas em
marinhas obrigatorias e facultativas. As obrigatérias sdo aquelas que, até o
momento, ndo foram isoladas de qualquer outro lugar que nédo seja o ambiente
marinho, enquanto que as facultativas sdo também encontradas em habitats
terrestres (KUTTY & PHILIP, 2008; FELL et al., 2012). As leveduras de ocorréncia
marinha em geral ndo pertencem a um género ou grupo especifico, mas sao
representadas por uma grande variedade de géneros bem conhecidos, como
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Pichia, Rhodotorula e Trichosporon.
Nenhum indicio fisiologico peculiar foi encontrado para explicar a ocorréncia de
leveduras nestes ambientes. A tolerancia a salinidade ndo distingue as espécies
marinhas das terrestres, uma vez que quase todas as leveduras podem crescer em
concentracdes de cloreto de sddio superiores as normalmente encontradas no mar
(KUTTY & PHILIP, 2008).



A ocorréncia e o papel das leveduras em aguas marinhas costeiras estdo bem
estabelecidos. Estas leveduras sao referidas como agentes verdadeiramente
versateis de biodegradagao e participam de uma série de processos ecologicamente
significativos no mar, especialmente em estuarios € em ambientes préoximos a costa.
Dentre esses processos destacam-se a decomposicdo de substratos vegetais, a
reciclagem de nutrientes, a biodegradagdo de compostos recalcitrantes e o

parasitismo de animais marinhos (VOGEL et al., 2007).

2.1.3 Ocorréncia e diversidade de leveduras em sedimentos de praias

As areias das praias se tornaram um elemento passivo de acumulo de
poluicdo apresentando entradas constantes de micro-organismos. Além da retengao
de células das aguas que escoam das superficies urbanas, ha também a
contribuicdo dos lixos deixados pelos banhistas e de dejetos animais. Além disso,
alguns micro-organismos sao liberados nas areias pelos préprios usuarios das
praias (SATO et al.,, 2005). Uma vez nos sedimentos, fungos e bactérias podem
encontrar condi¢gdes que favoregam a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos
mesmos, como por exemplo, uma maior protecdo em relagdo a exposigao solar,
maior disponibilidade de nutrientes, menor predacdo, grande area de superficie
disponivel para formagéao de biofilme e alta umidade (HEANEY et al., 2009).

Densidades relativamente altas de leveduras, frequentemente acima de 100
células por grama, tém sido relatadas para sedimentos da regido entremares
influenciados pela poluicdo urbana (HAGLER & AHEARN, 1987). Vogel e
colaboradores (2007), por exemplo, ao avaliarem trés praias de uso recreacional no
sul da Flérida observaram que as médias das contagens de leveduras nas areias
giraram em torno de 198 UFC/g na praia de maior uso, enquanto as médias das
praias de moderado e baixo uso foram em torno de 24 e 17 UFC/g, respectivamente.
Em outro estudo realizado em duas praias do mar Baltico, foi encontrada nos
sedimentos uma densidade média de leveduras acima de 150 UFC/g na praia de
maior pressao antropica, enquanto na praia localizada em uma reserva natural a
densidade média foi abaixo de 50 UFC/g (MUDRYK et al., 2013).

A frequéncia de leveduras nos sedimentos depende ainda do tipo de
sedimento. Fell e colaboradores (1960), em um trabalho realizado na Baia Biscayne

(Florida), notaram que estes micro-organismos foram mais abundantes em lamas
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siltosas do que nas areias. Além disso, as densidades de leveduras também alteram
com a profundidade dos sedimentos coletados. Os poucos centimetros superiores
das areias abrigam as maiores contagens de leveduras, o que pode ser explicado
pela disponibilidade de oxigénio que pode funcionar como um fator limitante para o
crescimento destes micro-organismos (KUTTY & PHILIP, 2008).

Em relagdo as leveduras predominantes em sedimentos de regides costeiras,
as espécies sado, no geral, as mesmas encontradas nas aguas, mas algumas
espécies tipicas de solo também sao observadas (HAGLER & AHEARN, 1987). No
estudo com areias umidas e secas das praias do sul da Florida, as leveduras mais
frequentemente isoladas foram Rhodotorula mucilaginosa e C. tropicalis (VOGEL et
al., 2007). Nas praias de Bairro Novo e Casa Caiada do municipio de Olinda,
Pernambuco, as espécies mais encontradas nas amostras de areia foram
Bretanomyces bruxellensis, C. sake, C. parapsilosis e C. catenulata (LOUREIRO et
al., 2005). Papadakis e colaboradores (1997) isolaram espécies de Candida
associadas ao homem das areias de praias da Grécia como C. albicans, C. krusei

(=Pichia kudriavzevii), C. tropicalis e C. guilliermondii (=Meyerozyma guilliermondii).

2.2 Poluigao das aguas e areias em ecossistemas litoraneos

O desenvolvimento das cidades litoraneas afeta o equilibrio dos ecossistemas
marinhos ao provocar alteragdes no ambiente que resultam em impactos marcantes
nao apenas nas caracteristicas fisico-quimicas locais, mas também bioldgicas
(PINTO & OLIVEIRA, 2011). A poluicdo decorrente desta urbanizagdo muitas vezes
€ responsavel por introduzir matéria organica e elevados niveis de micro-organismos
nas aguas e areias das praias (LIPP et al., 2001). Entre as fontes urbanas de
poluicdo encontram-se os sistemas de esgotos, as fossas sépticas, a drenagem
urbana de aguas pluviais, os residuos industriais, os detritos animais, residuos de
embarcacgoes, e a recreagdo humana (GRIFFIN et al., 2001).

Grande parte das atividades de lazer dos moradores e turistas das zonas
costeiras envolve o contato com a agua, como o banho de mar, a natagdo, o
mergulho, a pesca e os esportes nauticos. Além disso, na maioria destas atividades
recreativas, ha também um intimo contato com a areia. Dentro deste contexto, uma
das principais preocupac¢des atuais € com o risco das pessoas que utilizam o

ambiente marinho para recreagao em adquirir alguma doenga devido ao contato com
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patogenos provenientes dos poluentes antropicos (MALLIN et al., 2000). Assim, o
monitoramento da qualidade das aguas e areias das praias & extremamente
necessario a fim de se estabelecer o risco de exposicdo dos usuarios aos

contaminantes encontrados nestes locais.

2.2.1 Riscos a saude associados a recreagdao em praias impactadas pela

polui¢ao antrépica

Os riscos para a saude associados com 0 uso recreacional das aguas das
praias tém sido extensivamente estudados nos ultimos anos (PRUSS, 1998;
PRIETO et al., 2001; BONILLA et al., 2007; COLFORD et al., 2007; SHIBATA &
SOLO-GABRIELE, 2012). Na maioria dos trabalhos é possivel observar uma relagao
positiva entre banhistas e algumas doengas, enquanto a mesma relagdo ndo pode
ser observada para os nao-banhistas. A incidéncia destas doencas ira depender de
fatores tais como o nivel de contaminacdo das aguas, o tempo e o tipo de
exposicao, além do estado imunoldgico dos usuarios (ELMANAMA et al., 2005).
Dentre os sintomas mais investigados neste tipo de estudo estdo os respiratérios e
gastrointestinais, além de infecgdes de ouvido, olhos, garganta e pele (PRUSS,
1998). Estimativas globais revelam que o banho em aguas costeiras poluidas por
residuos fecais causam mais de 120 milhdes de casos de doencgas gastrointestinais
e 50 milhdes de casos de doengas respiratérias graves a cada ano (SHUVAL, 2003).

Atualmente tem sido notado que o aparecimento de doencas entre banhistas
nem sempre se correlaciona com as contagens dos micro-organismos indicadores
de contaminacao fecal tradicionalmente utilizados, principalmente quando se trata de
ambientes tropicais e subtropicais (PRIETO et al., 2001; COLFORD et al., 2007;
FLEISHER et al., 2010; SINIGALLIANO et al., 2010). Em um trabalho realizado em
seis praias da Baia Mission na Califérnia, Colford e colaboradores (2007) avaliaram
o aparecimento de doencas entre 4971 banhistas comparando com um grupo
controle de 3742 nao frequentadores de praias. Além disso, os autores fizeram uma
analise microbiolégica das praias utilizando os indicadores bacterianos tradicionais
tais como Enterococcus, coliformes fecais e coliformes totais, além de outros.
Apesar de ter sido observada uma incidéncia aumentada de diarréia e erupcdes
cutdneas dentre os banhistas quando comparada com o0s n&o-banhistas

(principalmente entre os individuos que mantiveram um maior contato com a agua
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do mar), ndo foi possivel fazer uma relagéo destes acometimentos com os niveis de
indicadores microbiolégicos. Assim, os autores concluiram que para um melhor
monitoramento da qualidade das aguas das praias seria necessario o uso de
indicadores alternativos. Em um trabalho similar com 1303 voluntarios entre
banhistas e n&o-banhistas, Fleisher e colaboradores (2010) buscaram associar o
aparecimento de determinados sintomas, como de doengas gastrointestinais e
respiratorias, com o0s niveis de enterococos presentes nas aguas de uma praia
subtropical da Flérida. Os autores puderam observar uma associagao positiva entre
banhistas e casos de doencgas gastrointestinais, mas nao entre estes casos e os
niveis de enterococos presentes nas amostras de agua.

Uma tentativa de explicar esta auséncia de correlagao entre indicadores e o
aparecimento de doencas seria a existéncia de fontes difusas de poluicdo que, ao
contrario das fontes pontuais de poluigdo fecal (por exemplo, os sistemas urbanos
de esgotos), ndo podem ser rastreadas. Dentre estas fontes difusas é possivel citar
o escoamento de aguas pluviais provenientes de vias urbanas ou de areas
agricolas, a ressuspensao de areias contaminadas, as fezes de animais domésticos
ou selvagens e o lixo deixado nas praias pelos proprios banhistas (COLFORD et al.,
2007; HALLIDAY & GAST 2011). Além disso, ha certos micro-organismos
patogénicos que ndo se correlacionam bem com os indicadores classicos, assim,
praias avaliadas como préprias para banho segundo os parametros microbiolégicos
tradicionais ndo necessariamente estariam isentas destes patégenos. Alguns virus,
protozoarios e fungos sdo exemplos de patégenos que nem sempre se
correlacionam positivamente com os indicadores microbiologicos (NOBLE &
FUHRMAN, 2001; ARVANITIDOU et al., 2002; BONADONNA et al., 2002; GRIFFIN
et al., 2003).

A falta de correlagdo entre patdgenos e bactérias indicadoras pode resultar
em dois cenarios problematicos. Caso os indicadores estejam ausentes e os
patégenos, presentes (cenario falso-negativo), o monitoramento realizado pelos
orgaos competentes deixara de identificar os potenciais efeitos prejudiciais a saude
dos banhistas. No entanto, se os indicadores estiverem presentes e os patdgenos,
ausentes (cenario falso-positivo), podera haver desnecessarias perdas econdmicas
devido a alertas e/ou fechamentos de praias recreativas. Um fechamento de 4
meses de uma praia do estado da Califérnia (E.U.A.) em 1999, devido a violagbes

dos padrdes microbianos, resultou na perda de milhdes de dolares em receitas do
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turismo para a comunidade empresarial e quase 2 milhdes de dodlares na
investigacdo do fechamento da praia (ABDELZAHER et al., 2010).

Além das aguas, as areias das praias merecem atengdo como possivel via de
transmissao de doencas. Estudos prévios demonstraram que os sedimentos podem
servir como reservatorios de patégenos (ALM et al., 2003; BEVERSDOREF et al.,
2007). Isto ocorre porque as areias funcionam como um filtro natural que retém
particulas ambientais, matéria organica e micro-organismos. Os micro-habitats
formados dentro das fendas e fissuras fornecem uma variedade de ambientes
potencialmente adequados para a sobrevivéncia e/ou o crescimento de fungos e
bactérias (USEPA, 1999). E possivel esperar que o publico de praias onde ha areias
com altos niveis de contaminagdo microbiolégica encontre um maior risco de
exposicao aos patdégenos por meio do contato direto com a pele e membranas
mucosas ou por inalacdo (SABINO et al., 2011).

Shah e colaboradores (2011) avaliaram a presencga e distribuicdo de micro-
organismos patogénicos em varias zonas de areia de uma praia subtropical com
fontes nao-pontuais de poluigdo. Neste estudo, uma variedade de patdgenos foi
identificada tais como leveduras oportunistas (Candida tropicalis, C. guilliermondii, C.
glabrata e C. parapsilosis), bactérias patogénicas (Staphylococcus aureus e Vibrio
vulnificus), virus (enterovirus) e helmintos. Os autores sugeriram que as areias
poderiam funcionar ndo apenas como reservatorios de micro-organismos, mas
também como vias de liberagdo destes ultimos para as aguas adjacentes e, além
disso, poderiam fornecer uma rota de contaminagdo dos usuarios das praias com
patdgenos potenciais.

Apesar de ser amplamente documentada a ocorréncia de diversos micro-
organismos nas areias das praias, quase nao tém sido pesquisadas as
consequéncias para a saude dos banhistas ao se levar em conta a exposigao direta
a estas areias (BONILLA et al., 2007). Em 2009, Heaney e colaboradores
publicaram um estudo epidemiolégico com 27.365 usuarios de sete praias nos
Estados Unidos onde foi observada forte associacdo entre o contato com a areia em
ambientes marinhos e doencas entéricas. Mais tarde, um novo estudo apontou para
uma relagao positiva entre as atividades de contato com a areia e doengas entéricas
em funcdo da concentracdo de poluicdo fecal microbiana na areia da praia

(HEANEY et al., 2012). Os resultados destes trabalhos ratificam a necessidade de
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mais estudos na avaliacdo do real risco a saude decorrente do contato primario de
banhistas com as areias das praias.

2.2.2 Indicadores de poluicao fecal em ecossistemas aquaticos

A grande diversidade de micro-organismos patogénicos que podem ser
transmitidos pela agua e a dificuldade no desenvolvimento e implementacdo de
estratégias de deteccao para todos estes possiveis patdégenos resultaram na selegéao
de alguns poucos micro-organismos indicadores capazes de predizer a presenga de
outros potencialmente causadores de doenca (SCHWAB, 2007). A escolha de um
bom indicador da qualidade microbiolégica da agua obedece a varios critérios
(MENDES, 2010):

. a principio, a concentragdo do indicador na agua contaminada deve ter uma
relac&o direta com o grau de poluicéo;

. sempre que 0s micro-organismos patogénicos estiverem presentes, o indicador
também deve estar presente e em maior quantidade;

. 0 indicador ndo deve ser capaz de se reproduzir no ambiente para evitar super-
estimativas do mesmo;

. a metodologia de isolamento e quantificacdo do indicador deve ser facil, rapida,
inequivoca e de baixo custo;

. 0 indicador deve ser mais resistente aos agentes desinfectantes que os micro-
organismos patogénicos;

. e, também, o indicador deve ser inofensivo ao ser humano.

Nos ultimos anos, os indicadores microbiologicos de qualidade de agua que
vém sendo comumente adotados pelas agéncias reguladoras em todo o mundo séo
os coliformes totais, os coliformes termotolerantes (anteriormente chamados fecais),
a bactéria Escherichia coli, espécies do género Enterococcus e a bactéria formadora
de esporo Clostridium perfringes. No entanto, até o momento nenhum indicador
microbiano que possa ser utilizado efetivamente em todas as regides foi identificado.
Todos estes acima citados falham em algum dos critérios exigidos para um indicador
ideal (GRIFFIN et al., 2001; EU, 2006; USEPA, 2012).

As bactérias do grupo coliformes tém sido utilizadas como indicadores de
escolha para monitorar a qualidade da agua ha mais de 100 anos (SCOTT et al.,

2002; KINZELMAN et al., 2003). Estas consistem em micro-organismos bastonetes
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pertencentes a familia Enterobacteriaceae e sio definidas como anaerodbias
facultativas, Gram-negativas, ndo formadoras de esporo e que fermentam a lactose
com formacao de gas e acido dentro de 48h a 35°C. Os coliformes tipicos incluem
os géneros Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella e Serratia (LEE
et al., 2009). Como os testes disponiveis de deteccdo e enumeragao destes micro-
organismos s&o incapazes de diferenciar as espécies ambientais daquelas
associadas as fezes, temperaturas mais altas de incubacdo podem ser utilizadas a
fim de se quantificar os denominados coliformes termotolerantes (44,5t 0,2°C), que
sdo mais relacionados com a contaminagdo de origem fecal. Porém, este grupo
ainda apresenta algumas bactérias de origem ambiental como, por exemplo,
algumas espécies do género Klebsiella. Dentre os coliformes termotolerantes,
apenas E. coli tem como habitat primario o trato intestinal humano e de animais de
sangue quente, sendo a melhor indicadora de contaminagédo fecal (RODRIGUEZ-
ANGELES, 2002).

O uso de coliformes termotolerantes como indicadores de qualidade
microbiolégica da agua tem sido questionado, pois estas bactérias sobrevivem nos
sedimentos e podem ser encontradas em areas distantes da atividade humana.
Além disso, os ensaios baseados em meios de cultivo ndo podem distinguir a fonte
de origem das linhagens encontradas (animal versus humana), e a correlagao entre
as concentragbes de coliformes e patdgenos nem sempre pode ser observada
(GRIFFIN et al., 2001; HARTZ et al., 2008; SHA et al., 2011). Varios estudos tém
encontrado o mesmo problema para o indicador E. coli que, apesar de ser mais
associado a contaminacdo fecal que os demais coliformes, tem apresentado
resultados semelhantes, sobrevivendo por longos periodos no ambiente e tendo a
capacidade de se replicar em aguas e solos de ambientes tropicais, subtropicais e
temperados (SOLO-GABRIELE et al., 2000; DESMARAIS et al., 2002; WHITMAN &
NEVERS, 2003; BYAPPANAHALLI et al.,, 2006; BYAPPANAHALLI et al., 2012;
YAMAHARA et al., 2012).

Os enterococos compdéem um subgrupo dos estreptococos fecais que inclui
pelo menos cinco espécies: Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, E.
gallinarum e E. avium. Estes micro-organismos se diferenciam dos demais
estreptococos devido a capacidade de crescer em altos valores de pH (até 9,6), em
meios contendo 6,5% de NaCl e em temperaturas de 10°C a 45°C. Além disso,

sobrevivem por até 30 minutos a 60°C. E. faecalis e E. faecium sdo as espécies
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mais frequentemente encontradas em humanos. Em 1980, a Agéncia de Protegao
Ambiental dos E.U.A. (USEPA) recomendou o uso de enterococos para monitorar a
qualidade microbiolégica de aguas marinhas. Desde entdo, este grupo de bactérias
tem sido adotado como indicador por varias agéncias reguladoras no mundo. Sabe-
se, no entanto, que, assim como para os coliformes e E. coli, estes micro-
organismos, uma vez introduzidos no ambiente, podem se manter e multiplicar,
formando reservatérios ambientais. Além disso, embora algumas bactérias do
género Enterococcus integrem a microbiota natural de humanos, algumas podem
causar infecgdes, como as do trato urinario, bacteremias nosocomiais, endocardite,
entre outras (DESMARAIS et al.,, 2002; SCOTT et al.,, 2002; HANCOCK &
GILMORE, 2006; BYAPPANAHALLI et al., 2012; CUl et al., 2013).

Clostridium perfringens €& uma bactéria gram-positiva, potencialmente
patogénica, anaerdbia restrita, formadora de endosporo, que € normalmente
encontrada nos intestinos de humanos e alguns animais. Esporos de C. perfringens
eliminados nas fezes podem chegar ao meio aquatico onde apresentam excepcional
longevidade. Embora o uso de C. perfringens como um indicador de qualidade da
agua seja controverso devido a sua persisténcia no meio ambiente, alguns cientistas
continuam a recomendar a sua utilizagado, especialmente em situagées em que é
desejavel prever a presenca de enterovirus e protozoarios, de avaliar a eficiéncia de
tratamentos de desinfec¢gdo da agua ou de determinar uma poluicdo fecal remota
(PAYMENT & FRANCO, 1993; TALLON et al., 2005).

2.2.3 Aplicacao de leveduras como indicadoras microbiolégicas de qualidade

da agua em ambientes naturais

Além dos indicadores tradicionalmente utilizados na avaliagdo da qualidade
das aguas, outros paréametros microbiolégicos podem ser adotados de forma
complementar a fim de se obter conclusbes mais confiaveis. As leveduras
representam um bom exemplo de micro-organismos que poderiam ser utilizados no
auxilio do monitoramento da qualidade de amostras de ambientes naturais. Trata-se
de um grupo com ampla distribuicdo, facil cultivo e taxonomia bem desenvolvida.
Além disso, a ocorréncia e o papel destes fungos ja foram bastante estudados e
bem compreendidos para diversos locais. Diferentes comunidades de leveduras

estdo associadas com diferentes habitats, assim, cada ambiente possui niveis
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populacionais tipicos. Alteragdes de importantes parametros ambientais implicam em
mudangas nas propor¢des das espécies componentes de uma comunidade,
refletindo, assim, as condigbdes dentro do habitat (HAGLER, 2006).

Em geral, a ocorréncia de leveduras aumenta na presenca de fatores de
enriquecimento, podendo alcangar mais de 1.000 células/L. Assim, espera-se
encontrar uma correlagdo positiva entre o nivel de poluicdo em um determinado
ambiente e as contagens de leveduras totais. Medeiros e colaboradores (2012), ao
avaliarem a qualidade das aguas de lagoas e rios da bacia do Rio Doce em Minas
Gerais, observaram uma relagdo positiva entre as contagens de leveduras totais e
os parametros fisico-quimicos indicativos da presenga de esgoto domeéstico. Estes
resultados levaram os autores a sugerir que as leveduras poderiam ser utéis como
indicadoras de qualidade de agua. Em outro estudo realizado em trés lagoas
situadas na regido do Carste de Lagoa Santa (MG), Brandao e colaboradores (2010)
também propuseram o uso de leveduras como indicadoras de poluigdo organica em
aguas recreacionais apdés observarem uma correlagdo positiva entre as densidades
destes micro-organismos e de E. coli.

O uso das contagens de leveduras fermentativas também poderia
corresponder a um método de monitoramento de amostras ambientais, uma vez que
ja foi observado que ha uma mudanga na prevaléncia de espécies estritamente
aerobias em aguas limpas para uma predominancia de espécies fermentativas em
aguas poluidas. Enquanto as espécies de Rhodotorula sao cosmopolitas, C. krusei e
C. tropicalis, por exemplo, duas espécies conhecidamente fermentativas, tém sido
especialmente associadas com aguas altamente poluidas por esgotos domésticos
(WOOLLETT & HEDRICK,1970; SHERRY & QURESCHI, 1981; HAGLER, 2006).

Candida albicans, uma levedura oportunista encontrada nas fezes de
humanos e animais de sangue quente, também ja foi sugerida como organismo alvo
no monitoramento de contaminagdo fecal recente da agua. Muitos trabalhos
apoiaram esta hipotese mostrando que altas densidades de C. albicans estavam
associadas a esgotos ou contaminagdes fecais recentes (BUCK & BUBUCIS, 1978;
SHERRY et al., 1979; COOK & SCHLITZER, 1981; ROBERTSON & TOBIN, 1983;
EFSTRATIOU et al., 1998). Entretanto, em alguns trabalhos com aguas poluidas,
esta espécie nao foi isolada com a frequéncia esperada em meios de cultivo
comuns. Isto ocorre aparentemente porque esta espécie € uma competidora ruim

quando comparada com outras leveduras em culturas mistas (HAGLER & AHEARN,
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1987; MATES, 1994; SABINO et al., 2011; PINTO et al., 2012). A aplicagdo de um
meio de cultivo seletivo, como, por exemplo, o agar mCA proposto por Buck e
Bubucis (1978), permitiria o uso das contagens de C. albicans como uma ferramenta
valiosa no monitoramento da qualidade de amostras provenientes de ambientes

recreacionais.

2.2.4 Padroes microbiolégicos adotados para a analise da qualidade de aguas

e sedimentos de praias

A resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°.
274/2000 revisa os critérios para balneabilidade em aguas brasileiras e determina
parametros para a avaliacdo da qualidade ambiental destas aguas. No artigo 2°
desta resolugdo, as condi¢gbes das aguas doces, salobras e salinas destinadas a
recreagcdo de contato primario sédo classificadas nas categorias prépria e impropria
(tabela 1). As aguas sao consideradas proprias quando em 80% ou mais de um
conjunto de amostras obtidas em cada uma das cinco semanas anteriores, colhidas
no mesmo local, apresentar, no maximo 1.000 NMP de coliformes termotolerantes
ou 800 NMP de E. coli ou 100 NMP de enterococos em 100mL de agua. Enquanto
as improéprias sao aquelas que ndo atendem aos critérios estabelecidos para as
aguas proéprias ou que possuem densidades superiores a 2.500 NMP de coliformes
termotolerantes ou 2.000 NMP de E. coli ou 400 NMP de enterococos em 100mL de
agua (BRASIL, 2001).

Tabela 1 - Padroes microbiolégicos exigidos pela Resolugido do CONAMA n°. 274/2000 para
balneabilidade em aguas brasileiras (NMP/100mL).

Categorias das Coliformes

y E. coli Enterococos
aguas termotolerantes
© Excelente até 250* até 200* Até 25
=
& Muito Boa até 500* até 400* Até 50*
S
o
Satisfatéria até 1.000* até 800~ até 100*
8 >2.500 na ultima >2.000 na ultima >400 na ultima
& amostra amostra amostra
S
Q.
E ou nao atendimento aos critérios estabelecidos para as aguas proéprias

* densidade encontrada em 80% ou mais de um conjunto de amostras obtidas em cada uma das cinco semanas anteriores,
colhidas no mesmo local.
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O monitoramento das condi¢des sanitarias das praias na maior parte do litoral
brasileiro é feito apenas por meio da avaliagdo da qualidade bacterioldégica das
aguas, ainda que hoje exista um consenso de que as areias também podem
funcionar como vias de transmissdao de doengas (BOUKAI, 2007). Apesar da
resolucdo do CONAMA n°. 274/2000 ndo estabelecer parametros para a avaliagcédo
destas areias, ela recomenda estudos sobre as condi¢gdes microbiologicas e
parasitologicas das mesmas para futuras padronizagbes. Na auséncia de uma
legislagao nacional, a Secretaria Municipal do Meio Ambiente do Rio de Janeiro (RJ)
implementou a resolugdo n°. 468 de 28 de janeiro de 2010 que dispde sobre as
analises das condicbes das areias nas praias do municipio. A classificacdo das
areias para recreagcboes de contato primario € obtida a partir dos resultados das
densidades de coliformes totais e E. coli, dando prioridade ao paréametro mais
restritivo (tabela 2). Conforme a resolugdo municipal, as areias passam a ser
consideradas ndao recomendadas para recreacdo quando apresentam concentragcoes
acima de 300 NMP/g de coliformes totais ou 38 NMP/g de E. coli (RIO DE JANEIRO,
2010).

Tabela 2 - Padroes microbiolégicos para classificagdao das areias das praias determinados pela
Secretaria Municipal do Meio Ambiente do Rio de Janeiro por meio da Resolugdo n°. 468/10.*

Areias das Praias Coliformes Totais Escherichia coli
- Classificagao - (NMP/g) (NMP/g)
Otima * Kk kK até 100 até 0,4
Boa * % * > 100 a 200 >04a4
Regular * * > 200 a 300 >4 a38
Nao recomendada * acima de 300 acima de 38

* valores corrigidos de NMP/100g para NMP/g

Apesar de ter a importancia reconhecida mundialmente, pouco tem sido feito
para a regulamentacdo da qualidade das areias das praias nos ambitos nacional e
internacional. Um dos mais relevantes estudos dentre os poucos realizados neste
contexto, faz parte do projeto “Qualidade Microbioldgica de Areias de Praias Litorais”
realizado em Portugal no periodo de 2001 a 2002 e promovido pela Associagao
Bandeira Azul da Europa (ABAE, 2002). Apés intenso trabalho de pesquisa, um
relatorio final deste projeto estabeleceu valores limites para indicadores sanitarios
em areias tais como coliformes totais, E. coli, enterococos, fungos filamentosos,
dermatofitos e leveduras. Para os indicadores micolégicos, tomou-se como base os
resultados obtidos em analises de areias de praias de diferentes niveis de acao
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antropica do litoral de Portugal, e estabeleceu-se valores médios para os parametros
selecionados. Para os indicadores bacterioldgicos, utilizou-se os mesmos limites
aceitos para balneabilidade das aguas das praias, porém adaptados para as areias.
Alguns anos depois da implementagdo do monitoramento das praias em Portugal
tendo como base os parametros propostos no relatério de 2002, foi divulgado um
novo relatorio com novos resultados e novas proposigbes (ABAE, 2011). Os
parametros microbiolégicos propostos nestes trabalhos e os valores admissiveis

para os mesmos estao listados na tabela 3.

Tabela 3 - Pardmetros microbiolégicos a serem avaliados em amostras de areia de praia segundo o
relatério divulgado pela Associagdao Bandeira Azul da Europa e os respectivos valores recomendados
e admissiveis (ABAE, 2002; 2011).

Parametros VMR' (UFCI/g) NVMR? (UFC/qg) VMA® (UFC/g)
Leveduras 30 3 60
Fungos filamentosos patogénicos 70 5 85
Dermatofitos 1 1 15
Coliformes totais 5 5 100
Escherichia coli 1 1 20
Enterococos 1 1 20

1 Valores maximos recomendados no relatério final da ABAE de 2002
2 Novos valores maximos recomendados no relatério final da ABAE de 2011
3 Valores maximos admissiveis segundo os relatérios finais da ABAE de 2011

2.3 Candida spp. e outras leveduras oportunistas

2.3.1 Candida spp. e outras leveduras oportunistas

Nas ultimas décadas, a incidéncia de doengas causadas por C. albicans e
outras leveduras oportunistas aumentou consideravelmente devido ao crescimento
da populacado susceptivel. Dentre os fatores predisponentes para estas doencas
podemos citar terapias imunossupressoras e citotdéxicas, tratamento com
antibacterianos de amplo espectro, abuso de drogas, tratamentos invasivos
utilizando cateteres ou outros dispositivos e 0 aumento da sobrevida de pacientes
imunossuprimidos (GOZALBO et al.,, 2004). As enfermidades causadas por estes

micro-organismos podem variar de condigdes relativamente simples, como as
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candidiases bucais e genitais, as fatais, como as infecgdes sistémicas em pacientes
acometidos por outras doengas (MC CULLOUGH et al., 1996; GOZALBO et al.,
2004; MISHRA et al., 2007). Muitas das espécies responsaveis por estas
enfermidades fazem parte da microbiota normal de humanos, colonizando as
mucosas oral, intestinal e vaginal e, eventualmente, a pele. De fato, o
desenvolvimento da doenga depende do ténue equilibrio entre o fungo e o sistema
imunoldgico do hospedeiro, o que define a relagédo parasitica ou comensal (MISHRA
et al., 2007).

A candidiase esta entre as infecgdes hospitalares mais frequentes no mundo.
Mesmo com os avangos recentes no controle destas infecgcbes e até mesmo apos o
tratamento com as drogas antifungicas disponiveis, as taxas de mortalidade para
pacientes com candidiase sistémica ainda sao altas. Estas taxas variam muito em
funcdo da populagédo estudada (principalmente em relagdo a idade e ao historico
clinico), do numero de individuos analisados e dos critérios utilizados para definir a
mortalidade atribuida a espécies oportunistas de Candida (VIUDES et al., 2002,
FALAGAS et al., 2006; MORAN et al., 2009; UPPULURI et al., 2010). Segundo um
estudo epidemioldégico realizado no Brasil, entre 1996 e 2006 ocorreram 3.583
mortes devido as micoses sistémicas. Dentre estas micoses, a candidiase foi a
terceira principal causa de Obito, perdendo apenas para a paracoccidioidomicose e a
criptococose, e com taxas de mortalidade variando de 12,2 a 16,3% entre o principio
e o fim do periodo estudado. Quando levados em consideragao apenas os pacientes
acometidos por AIDS, a candidiase passa a representar a segunda principal causa
de morte dentre as fungemias (PRADO et al., 2009; MARTINEZ, 2010; SIFUENTES-
OSORNIO et al.,2012).

Além disso, espécies oportunistas de Candida estdo associadas a varios
outros quadros infecciosos, que apesar de serem menos graves, representam um
grande problema de saude publica. Os casos de candidiases vaginais e orais, por
exemplo, sdo muito comuns e podem ocorrer em individuos imunocompetentes,
embora sejam mais frequentes em pacientes imunossuprimidos. As candidiases
orais estdo entre as infecgbes mucocutaneas mais comuns, especialmente em
recém-nascidos, idosos e pacientes HIV-positivos. Em relagdo a candidiase
vulvovaginal estima-se que 75% das mulheres tém pelo menos um episédio ao

longo de suas vidas, sendo que 40% a 50% destas apresentam a segunda infec¢ao
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e cerca de 5% podem adquirir padrao crénico, com episédios de repeticdo (SOBEL,
2007; COLOMBO et al., 2013).

Dentre as leveduras oportunistas pertencentes ao género Candida, C.
albicans se destaca como o principal agente etiologico de doengas, bem como a
espécie mais recuperada a partir de amostras de sangue (PFALLER & DIEKEMA,
2007; FALAGAS et al., 2010). Entretanto, nos ultimos anos a prevaléncia de C.
albicans em infec¢des sistémicas tem diminuido, enquanto a de espécies nao-
albicans tem aumentado expressivamente. Em um levantamento epidemiolégico de
candidemias realizado entre 2004 e 2008 em 25 centros meédicos dos Estados
Unidos e Canada, Pfaller e colaboradores (2012) encontraram uma prevaléncia de
57,9% de Candida ndo-abicans dentre os 3.648 casos avaliados. Neste trabalho, a
segunda e terceira espécies mais frequentemente isoladas apds C. albicans foram
C. glabrata e C. parapsilosis, respectivamente. Na América Latina, no periodo de
novembro de 2008 a outubro de 2010, Nucci e colaboradores (2013) conduziram um
estudo epidemiolégico de candidemia em 21 hospitais terciarios de sete paises:
Argentina, Brasil, Chile, Coldmbia, Equador, Honduras e Venezuela. No geral, as
espécies mais frequentemente isoladas foram C. albicans (37.6%), seguida por C.
parapsilosis (26.5%), C. tropicalis (17.6%), C. guilliermondii (6.5%), C. glabrata
(6.3%) e C. krusei (2.7%). Embora tenha sido observada uma grande variabilidade
na frequéncia destas espécies nos diferentes paises, o total de Candida nao-
albicans ultrapassou o numero de isolados de C. albicans em quase todos os
paises, com excec¢ao apenas do Equador.

Ainda que as leveduras pertencentes ao género Candida continuem sendo
um dos agentes mais comuns de fungemias, espécies ndo-Candida tém sido
isoladas com uma frequéncia consideravel de pacientes com
imunocomprometimento, especialmente aqueles acometidos por cancer (LAl et al.,
2012). Em pacientes com doengas hematolégicas malignas, por exemplo,
Trichosporon spp. tem sido considerado a segunda causa mais comum de infec¢des
disseminadas provocadas por leveduras, levando a uma taxa de mortalidade de
80%. Dentro deste género, as espécies mais associadas a fungemias séo T. asabhii,
T. asteroides, T. cutaneum, T. inkin, T. mucoides e T. ovoides (FLEMING et al.,
2002; COLOMBO et al., 2011). Nas ultimas duas décadas, espécies pertencentes ao
género Rhodotorula também tém emergido como patdgenos oportunistas, possuindo

a habilidade de colonizar e infectar pacientes susceptiveis (WIRTH & GOLDANI,
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2012). A maioria dos casos de infecgbes por Rhodotorula spp. sdao fungemias
associadas a cateteres, endocardite e meningite (TUON & COSTA, 2008). Infec¢des
nao-sistémicas por Rhodotorula spp. como endoftalmite e peritonite também ja foram
reportadas em pacientes imunocompetentes (BRAUN & KAUFF, 1992; LUNARDI et
al., 2006). Existem ainda varios relatos de espécies pertencentes a outros géneros
como sendo patdégenos oportunistas, porém a baixas frequéncias (MICELI et al.,
2011).

2.3.2 Fatores de viruléncia de leveduras oportunistas

Varios fatores podem contribuir para a patogenicidade de espécies de
leveduras oportunistas, entre os quais € possivel citar a adesao a células epiteliais e
endoteliais, a morfogénese, a producéo de proteinases e fosfolipases e a formagéo
de biofilme (GHANNOUM, 2000; SUGITA et al., 2002). A adesdo as superficies
celulares, por exemplo, € uma etapa crucial no processo patogénico. A capacidade
de aderir as células epiteliais e endoteliais contribui para a persisténcia do micro-
organismo dentro do hospedeiro, sendo um pré-requisito para a colonizagdo de
tecidos (SILVA et al., 2012). A produgcdo de proteinases parece aumentar a
capacidade das células fungicas em colonizar e penetrar nos tecidos e contribui na
evasao do sistema imune (CHAFFIN et al., 1998; MISHRA et al., 2007). As
atividades das fosfolipases também sdo consideradas como possiveis fatores de
viruléncia, uma vez que estdo associadas com danos a membrana celular do
hospedeiro, aderéncia e penetracdo (MISHRA et al., 2007). Ja a mudanga da forma
unicelular para a filamentosa, formando hifas e pseudohifas, € uma resposta a
estimulos diversos que é muito relevante para a patogenicidade de alguns fungos.
Enquanto as hifas seriam necessarias ao dano tecidual e a invasdo, as células
leveduriformes estariam envolvidas principalmente na disseminagdo (CHANDRA et
al., 2001; MAYER et al., 2013).

Muitas infeccbes estdo também associadas com a formacgao de biofilmes em
superficies de dispositivos médicos implantados. Os biofilmes s&o geralmente
formados por uma camada basal de células de leveduras aderidas ao substrato, que
entdo crescem, resultando na formagao de multiplas camadas. Toda a populagao de
células € embebida por um material extracelular, formando uma comunidade séssil

que se encontra fortemente aderida ao substrato (SENEVIRATNE et al., 2008). Além
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de serem extremamente dificeis de serem eliminados mecanicamente, os biofilmes
sdo altamente resistentes a drogas antifingicas (RICICOVA et al., 2010). Uma vez
formados sobre dispositivos médicos implantados, os biofilmes funcionam como
reservatorios de particulas infecciosas que séo liberadas na corrente sanguinea,
podendo atingir locais distantes e com o potencial de causar infecgado sistémica
(UPPULURI et al., 2010). Para melhor compreender e controlar a formagao de
biofilmes, varios modelos in vitro e in vivo tém sido desenvolvidos. Como as
estruturas podem variar de acordo com os micro-organismos, as superficies e os
nichos de colonizagdo, ndo existe um unico modelo representativo de todos os
biofilmes. Assim, o estudo destas estruturas sob as mais diversas condi¢cbes se
torna ainda mais importante (RICICOVA et al., 2010; TOURNU & VAN DIJCK, 2012).

2.3.3 Susceptibilidade de leveduras a agentes antifungicos

Nos ultimos anos, os antibidticos poliénicos e os derivados azélicos tém sido
empregados com frequéncia na terapia antifungica. Estas duas classes de
medicamentos tém como alvo principal a membrana celular dos fungos. A
anfotericina B, uma das principais drogas poliénicas hoje utilizadas, age ligando-se
ao ergosterol presente na membrana de fungos sensiveis, formando poros ou
canais. O resultado € um aumento na permeabilidade da membrana que permite o
extravasamento de diversas pequenas moléculas, levando a morte celular. Esta
droga € um antibidtico fungicida potente e de amplo espectro, mas seu uso é
associado a efeitos adversos significativos, como nefrotoxicidade e febre com
calafrios. J4 o mecanismo de agao dos azdlicos baseia-se na inibicdo de um sistema
enzimatico que participa da formagéo do ergosterol da membrana plasmatica. Isto
leva a formacdo de uma membrana com propriedades alteradas, que nao
desempenha as fungbdes basicas necessarias ao desenvolvimento fungico. Estas
drogas causam menos reagdes adversas, mas sao menos potentes, e podem ter
acao fungistatica ou fungicida (GILMAN, 1996; WILLIAMS & LEMKE, 2002; SHEIKH
et al., 2013).

Pesquisas epidemiolégicas apontam para o aumento da importadncia de
infeccbes causadas por espécies de micro-organismos resistentes aos antifungicos.
Fungos ubiquos, anteriormente considerados como simples colonizadores ou

contaminantes, atualmente sdo considerados emergentes, sendo resistentes a
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varios antifungicos disponiveis e causadores de infecgbes sistémicas severas.
Assim, compreender a resisténcia as drogas antifungicas é fundamental para o
desenvolvimento de estratégias profilaticas e terapéuticas eficazes (CANUTO &
RODERO, 2002).

A resisténcia aos compostos azolicos tem sido objeto de intensa investigagcéo
ao longo dos ultimos anos. Existem quatro principais mecanismos de resisténcia a
estas drogas desenvolvidos pelas espécies de Candida: a diminuicdo da
concentragdo da droga intracelular por ativagao de sistemas de efluxo ou reducéo da
penetracdo da droga; a modificagdo da enzima-alvo pertencente a via de formagao
do ergosterol; a hiper-regulagdo da enzima-alvo e o desenvolvimento de vias
alternativas que levam a formagdo de membranas desprovidas de ergosterol, mas
contendo outros esterois. Mais de um mecanismo pode estar presente em uma dada
linhagem, e as alteragbes que conduzem a resisténcia podem ocorrer em sequéncia
e podem ter efeitos aditivos ou levar a resisténcia cruzada (SPAMPINATO &
LEONARDI, 2013). As espécies de Candida n&o-albicans que apresentam
resisténcia ao fluconazol com maior frequéncia sdo C. krusei, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. kefyr (RIBEIRO et al., 2004). Além disso, espécies de
Rhodotorula, incluindo R. mucilaginosa e R. glutinis, apresentam frequentemente
resisténcia ao fluconazol e ao voriconazol (MICELI et al., 2011).

Embora a resisténcia a anfotericina B ndo seja muito comum em espécies de
Candida nao-albicans, sua incidéncia tem sido cada vez mais relatada,
especialmente em isolados de C. lusitaniae e C. guilliermondii. 1solados de Candida
spp. resistentes aos polienos tém um decréscimo marcante do conteudo de
ergosterol quando comparados com isolados susceptiveis. Como a interagdo da
anfotericina B com a membrana requer ligagdo ao ergosterol, a diminuigdo deste
ultimo leva a redugdo da sensibilidade a droga. Estas alteragbes da membrana
devem também reduzir a viruléncia, o que deve explicar o porqué de linhagens
resistentes a anfotericina B serem isoladas principalmente de pacientes com sistema
imune comprometido (BOSSCHE, 1997). Outras leveduras que sao frequentemente
resistentes a anfotericina B sdo espécies pertencentes ao género Trichosporon
(MICELI et al., 2011).

A determinacdo da suscetibilidade in vitro aos antifungicos ficou aquém aos
de agentes antibacterianos por muitos anos, principalmente devido as variagdes

interlaboratoriais e a falta de testes de sensibilidade padronizados. Entretanto, em
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2002, o documento M27-A2 do National Committe for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2002) prop6s um teste de susceptibilidade para leveduras, especialmente
Candida spp. e Cryptococcus neoformans. Atualmente, ja existe uma nova versao
deste documento, publicada em 2008, o M27-A3 (CLSI, 2008). Em geral, as provas
de sensibilidade tém como principal objetivo predizer a resposta clinica e
microbiolégica a um tratamento. Atualmente, no campo da micologia existem
numerosos trabalhos que buscam demonstrar uma correlacdo entre a sensibilidade
in vitro e os resultados clinicos. Vale salientar, que foi observada uma boa relagao
entre resisténcia in vitro e fracasso terapéutico, mas nao entre sensibilidade in vitro e
éxito terapéutico (CHAVANET et al., 1994; GHANNOUM, 1996).

2.3.4 Candida spp. e outras leveduras oportunistas no ambiente

Apesar da maioria dos estudos abordarem o isolamento de espécies
patogénicas de Candida a partir de amostras clinicas, a recuperagdo destas
leveduras dos mais diversos ambientes e/ou substratos, como solos, vegetais e
aguas correntes, de piscina, ou do mar, também tem sido descrita. No geral, estes
isolamentos estao associados a locais onde a presenga do homem e/ou animais é
muito frequente. Além disso, muitas espécies de leveduras que antes eram
consideradas comuns no ambiente, hoje, sao consideradas oportunistas
(NANBAKHSH et al., 2004; PFALLER & DIEKEMA, 2004; VOGEL et al., 2007;
MICELI et al., 2011, CAPOOR et al., 2013).

Alguns trabalhos tém revelado o isolamento de leveduras resistentes a
antifungicos a partir de amostras ambientais. Brandado e colaboradores (2010), por
exemplo, ao avaliarem a diversidade de leveduras com crescimento a 37°C em
aguas de trés lagos do sudeste do Brasil encontraram como espécies prevalentes as
oportunistas C. krusei, C. guilliermondii e C. tropicalis. Os autores testaram ainda a
susceptibilidade das leveduras isoladas aos antifungicos fluconazol, itraconazol e
anfotericina B, e observaram resisténcia a pelo menos uma das drogas testadas em
66 das 175 leveduras isoladas. Medeiros e colaboradores (2008) testaram 68
leveduras isoladas a partir de amostras de agua e sedimentos de dois lagos e dois
rios situados na regidao do Parque do Rio Doce em Minas Gerais quanto a
susceptibilidade a cinco antifungicos: anfotericina B, cetoconazol, fluconazol,

itraconazol e terbinafina. Neste trabalho, a maioria das leveduras apresentou baixa
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resposta ao cetoconazol e a terbinafina e elevada susceptibilidade ao fluconazol e a
anfotericina B. Em relagdo ao itraconazol, metade dos isolados testados foi
resistente e a outra metade dose-dependente.

Como ainda sao poucos os estudos com C. albicans e outras leveduras
oportunistas isoladas a partir de amostras ambientais, o conhecimento sobre a
viruléncia e a susceptibilidade a antifungicos destes micro-organismos ainda é
restrito. Muitas vezes estes fungos séo recuperados de ambientes utilizados para
recreagao, estando em contato direto com humanos, sejam adultos saudaveis ou
mesmo criangas, idosos e individuos imunossuprimidos, o que torna necessaria uma
maior investigagao destas linhagens, até mesmo para avaliar o risco de exposi¢cao
as mesmas. As aguas e areias de regides costeiras recebem com frequéncia a visita
de banhistas e sdo um bom exemplo do contato entre estas linhagens ambientais e
humanos. Estes locais podem representar uma via de contaminagdo com leveduras
oportunistas, cuja presenga nem sempre pode ser prevista pelos micro-organismos
indicadores de poluicdo como as bactérias do grupo dos coliformes. Portanto,
pessoas que nao sao imunocompetentes e que frequentam estes locais de
recreagao poderiam correr o risco de adquirir uma doenga causada por estas

leveduras.
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3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo geral

Determinar a ocorréncia de Candida albicans e outras leveduras oportunistas em
aguas e areias de praias dos estados do Rio de Janeiro e Parana, buscando
correlacionar estes micro-organismos com o0s indicadores de poluigdo
convencionais, e avaliar o potencial patogénico das mesmas por meio da pesquisa
de fatores de viruléncia, da susceptibilidade aos antifungicos usuais e da capacidade

de causar doenga em camundongos.

3.2 — Objetivos especificos

1) Determinar as densidades de leveduras totais, coliformes totais e E. coli nas
amostras de agua e areia coletadas em praias dos estados do Rio de Janeiro e

Parana.

2) Avaliar a existéncia de correlacdo entre os niveis de leveduras totais e de

bactérias indicadoras nas amostras examinadas.

3) Isolar leveduras potencialmente patogénicas (com crescimento a 37°C) a partir

das amostras coletadas utilizando os meios CHROMagar-Candida e mCA.

4) Quantificar e identificar por métodos moleculares as espécies de leveduras

isoladas nos meios supracitados.

5) Investigar a capacidade das leveduras isoladas pertencentes a espécies

oportunistas de produzir proteinases.

6) Avaliar a sensibilidade dos isolados de leveduras oportunistas aos antifungicos

fluconazol, itraconazol e anfotericina B.
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7) Pesquisar a capacidade dos isolados de C. albicans e outras leveduras

oportunistas de aderir em células epiteliais bucais.

8) Testar a morfogénese e a capacidade de formagéo de biofilme in vitro e in vivo
das linhagens de C. albicans isoladas, bem como a patogenicidade destas linhagens
in vivo, comparando os resultados com aqueles obtidos para linhagens de C.

albicans isoladas a partir de outras amostras ambientais e de um isolado clinico.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 - Coleta

Amostras de areia e agua do mar foram coletadas em duas praias da cidade
do Rio de Janeiro - RJ (Ipanema e Copacabana) e em seis praias das seguintes
cidades do estado do Parana: Pontal do Parana (Praia de Leste, Balneario Ipanema
e Balneario Shangrila) e Matinhos (Praia Central, Balneario Flérida e Praia Mansa).
No Rio de Janeiro foram determinados trés pontos de coleta para cada praia,
totalizando seis pontos (Figura 1). No Parana, a coleta foi feita em um ponto por
praia, também totalizando seis pontos (Figura 2). As coletas foram realizadas em
duas estagoes, verao e inverno, entre janeiro de 2010 e fevereiro de 2011, e sempre

no periodo da manha entre 9 e 12h.
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FIGURA 1 — Pontos de coleta nas praias de Ipanema e Copacabana na cidade do Rio de Janeiro/RJ.
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FIGURA 2 — Pontos de coleta nos municipios de Pontal do Parana e Matinhos no estado do Parana.

4.1.1 Area de estudo

Praias da cidade do Rio de Janeiro (RJ)

O Rio de Janeiro (RJ), capital do estado homénimo, € a segunda maior
metropole do Brasil. Uma vez que é a cidade do pais mais conhecida no exterior por
seus diversos icones culturais e paisagisticos, ocupa os primeiros lugares dentre os
destinos brasileiros escolhidos por turistas estrangeiros (BOUKAI, 2007). Somente
durante o ano de 2012, o Rio de Janeiro recebeu mais de 1 milhdo de visitantes
internacionais (BRASIL, 2013). Além disso, visitantes brasileiros também s&o
frequentes o ano todo. O clima na cidade € do tipo tropical e a temperatura média
anual é de 24°C. Os verdes sdo marcados por dias quentes e relativamente
chuvosos, enquanto os invernos apresentam-se amenos e com regime de chuvas
mais restrito (RIOTUR, 2012). As praias representam um dos principais cartdes de
visita e estdo também entre as principais areas de lazer dos habitantes da cidade
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independentemente de poder aquisitivo, nivel cultural ou social (BOUKAI, 2007). As
duas praias de maior popularidade sdo Copacabana e Ipanema. Estas praias
encontram-se localizadas em regides densamente ocupadas pela populagao urbana,
onde também se concentram varios hotéis de alta categoria que recebem turistas o

ano todo.

Praias das cidades Pontal do Parana e Matinhos (PR)

O litoral paranaense, compreendido entre o Oceano Atlantico e a Serra do
Mar, possui apenas 98 km de extensdo (ANDRAU, 2006). Nele estao situados sete
municipios: Antonina, Guaraquegaba, Guaratuba, Matinhos, Morretes, Paranagua e
Pontal do Parana, todos com boa infraestrutura turistica para receber cerca de um
milhdo de visitantes durante a alta temporada. Entre os principais atrativos, séo
encontradas reservas ecologicas nas quais ainda podem ser observadas espécies
raras da fauna e flora, além de belas praias que propiciam momentos de lazer,
pratica de esportes nauticos e pesca esportiva (SETU-PR, 2008). O clima na regiao
€ do tipo subtropical umido, isto é, ndo tem estacdo seca definida e depende das
massas Polar Atlantica e Tropical Atlantica para definir as mudancas de estacao e
temperatura. No verdo as médias apresentam-se entre 19 e 21°C e no inverno, entre
12 e 14°C. Nas planicies de Matinhos e Pontal do Parana a média pluviométrica
situa-se em torno de 2.300 mm/ano. Nesta faixa litoranea verifica-se um maximo
acentuado de pluviosidade no verdo (VANHONI & MENDONCA, 2008).

Os municipios do litoral do Parana recebem grande numero de turistas
provenientes de cidades proximas, principalmente durante o verdo. Os turistas que
visitam o litoral paranaense sdo, em sua maioria, procedentes de Curitiba, seguida
de outras regides do estado. Excluindo-se a demanda do préprio estado, os
paulistas e catarinenses representam um dos publicos que mais visitam o Litoral do
Parana, sendo os turistas provenientes do exterior apenas uma pequena
porcentagem (SETU-PR, 20082 ®).

Os municipios de Matinhos e Pontal do Parana apresentam grande afluéncia
de publico durante a temporada de verdo, representando importantes regides a
serem monitoradas em relacdo a qualidade das praias. Durante esta época, a

frequéncia de banhistas nos balnearios e praias de Pontal do Parana é quase

30



homogénea, embora no balneario Ipanema seja um pouco maior devido a presencga
de restaurantes, bares e lojas em geral (ANGELOTTI & NOERNBERG, 2010). Na
cidade de Matinhos, enquanto as praias Mansa e Central sdo muito visitadas por
turistas e moradores locais, o balneario Florida € menos frequentado por apresentar

ainda baixa infraestrutura.
4.1.2 Amostragem

Em cada ponto de coleta, dois transectos perpendiculares a borda do mar
foram tragados. O primeiro transecto foi tragado cerca de 50m ao norte do sistema
de saida de aguas pluviais e o segundo, 50m ao sul. Ao longo dos transectos foram
coletadas amostras de sedimentos das regides supralitoral (a cinco metros da borda
superior da maré alta), mediolitoral (na regido mediana entre a borda superior da
maré alta e a borda média da maré baixa) e infralitoral (a cinco metros abaixo da
borda mediana da maré baixa). Cada amostra foi composta pela camada superficial
de areia compreendida em um quadrante de 0,25m2. Os sedimentos foram
acondicionados em sacos estéreis e transportados para o laboratorio em caixas de
isopor com gelo para o processamento em até 24 horas.

Uma amostra de agua em cada transecto tambem foi coletada. Esta
amostragem foi feita utilizando frascos de vidro estéreis em pontos onde a agua
apresentava profundidade igual ou maior a 1m. Amostras de agua também foram
coletadas em frente aos sistemas de saida de aguas pluviais. As aguas foram
transportadas para o laboratério em gelo para o processamento em até 24 horas. A
Figura 3 apresenta um esquema do desenho amostral das coletas em cada ponto de
amostragem.

As temperaturas das amostras de agua e dos sedimentos foram medidas em
campo. O pH e a salinidade de cada amostra foram medidos no laboratério logo

apos a coleta.
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FIGURA 3 — Esquema de amostragem de agua e areia em cada ponto de coleta. Cada ponto foi determinado por
dois transectos perpendiculares a borda do mar distantes cerca de 50m de um sistema de saida de aguas
pluviais, sendo um ao norte e outro ao sul. Em cada transecto foram coletadas trés amostras de areia e uma
amostra de agua. Foi coletada também uma amostra de agua em frente ao sistema de saida de aguas pluviais.

4.2 — Isolamento de leveduras

Para o isolamento de leveduras foram filtrados 25 mL das amostras de agua
através de membranas estéreis com poros de 0,45 um de didmetro. As membranas
foram colocadas sobre a superficie de trés diferentes meios de cultivo. Para
determinacdo das leveduras totais foi utilizado o agar Extrato de Malte-Extrato de
Levedura (peptona 0,5%, extrato de levedura 0,3%, glicose 1,0%, extrato de malte
0,3%, agar 2,0%) suplementado com cloranfenicol (200mg/L), com incubacdo de
trés a 10 dias a 25°C. Para isolamento diferencial de espécies de Candida
potencialmente patogénicas foi utilizado o meio CHROMagar-Candida que foi
incubado a 37°C por até trés dias. O agar mCA (glicina 1%, maltose 3%, Na;SO3
0,3%, citrato de bismuto 0,5%, cicloheximida 0,15%, glicose 5%, YNB 1%, agar
1,5%), um meio seletivo e diferencial descrito por Buck & Bubucis (1978), foi
utilizado na tentativa de isolamento de linhagens de C. albicans e foi incubado a
37°C por até cinco dias.

Para a analise dos sedimentos, 25 g de areia foram adicionados a 200 mL de
salina estéril tamponada com fosfato (PBS - NaCl 0,8%, KCI 0,02%, Na;HPO4
0,144%, KH,PO4 0,024%, pH 7,4) e a solugéo resultante, agitada vigorosamente
durante um minuto (VOGEL et al., 2007). Aliquotas de 10 mL do sobrenadante foram

filtradas através de membranas estéreis com poros de 0,45 ym de diametro, as
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quais foram colocadas sobre os meios agar Extrato de Malte-Extrato de Levedura,
CHROMagar-Candida e mCA conforme descrito acima.

Os morfotipos de leveduras crescidos em cada placa foram enumerados e
descritos com base em sua cor, textura, brilho, forma e tamanho. As contagens
foram expressas em UFC (Unidades Formadoras de Colénia)/100 mL, no caso das
amostras de agua, e UFC/g, para os sedimentos. Um representante de cada
morfotipo de cada amostra foi preservado em caldo GYMP (glicose 2%, extrato de
levedura 0,5%, extrato de malte 1%, K;HPO4 0,2%) e glicerol a -80°C.

4.3 - Identificagdo de leveduras

As leveduras isoladas que apresentaram perfis morfolégicos similares foram
submetidas a analise molecular por meio da impresséo digital de DNA. O iniciador
GTGs foi utilizado na reagdo em cadeia da polimerase das linhagens
basidiomicéticas, enquanto o iniciador EI1 foi utilizado para as linhagens
ascomicéticas (DE BARROS LOPES et al., 1996; DE BARROS LOPES et al., 1998;
SAMPAIO et al.,, 2001). Os isolados que apresentaram perfis moleculares iguais
foram considerados como pertencentes a mesma espécie, e um representante de
cada perfil foi posteriormente identificado por meio do sequenciamento da regido
D1/D2 da subunidade maior do rDNA.

4.3.1 — Identificagao molecular

4.3.1.1 - Extragao de DNA

Para a extracdo de DNA foram utilizadas culturas puras cultivadas a 25°C por
24h em agar Extrato de Malte - Extrato de Levedura. A técnica foi realizada segundo
Sambrook & Russel (2006) com modificagdes. Inicialmente, uma coldnia foi
ressuspendida em 100 pL de tampéo de lise (Tris-HCI 0,05 M, EDTA 0,005 M, NaCl
0,1 M e SDS 10%) e o tubo contendo essa suspenséo foi incubado em banho-maria
a 65°C por 35 minutos. Em seguida, foram adicionados ao tubo 200 uL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e essa mistura foi homogeneizada por inversao e

centrifugada por 10 minutos a 13.200 rpm. O sobrenadante foi entdo retirado e
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transferido para um outro tubo, onde foram adicionados 100 yL de isopropanol. Em
seguida, houve uma nova centrifugacdo a 13.200 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi lavado com 200 pyL de etanol
70% gelado. O tubo foi homogeneizado por inversdo e centrifugado a 13.200 rpm
por trés minutos. A fase aquosa foi desprezada e o microtubo, entdo, deixado em
temperatura ambiente para secagem parcial do DNA. O precipitado foi eluido em
100 pL de tampéao TE (TRIS-HCL 10mM, EDTA 1mM, pH 8).

4.3.1.2 - Impressao digital de DNA de leveduras basidiomicéticas utilizando o
iniciador (GTG)s

Para o agrupamento das leveduras basidiomicéticas em perfis moleculares foi
utilizada a técnica de impresséao digital de DNA por meio da reagdo em cadeia da
polimerase utilizando o iniciador especifico GTGs (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3’),
segundo protocolo descrito por Sampaio e colaboradores (2001). Os ensaios foram
realizados utilizando-se 2,5 puL de tampao 10X (MBI Fermentas), 1 yL de dNTP 2,5
mM (Invitrogen, USA), 1,5 yL de MgCl; 25 mM (MBI Fermentas), 2 pL do iniciador
(GTG)s 10 pmol (Invitrogen, USA), 0,2 yL de taq DNA polimerase 1,25 U (MBI
Fermentas) e 1 yL de DNA. O volume final da reac&do foi ajustado com agua
deionizada para 25 pL. A reacéo foi realizada em um termociclador Mastercycler Pro
(Eppendorf) nas seguintes condig¢des: desnaturacgao inicial a 94°C por cinco minutos,
40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 50°C por um
minuto e extensao a 72°C por um minuto, seguidos de extensao final a 72°C por seis
minutos. Apdés as reagdes de amplificagdo, os produtos foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (Pronadisa, Espanha) a 1,5% em tamp&o TBE 0,5x
(Tris-Borato-EDTA — 89 mM Tris, 89 mM acido borico, 2 mM EDTA) a 80 V. As
amostras foram coradas pela adicdo de GelRed (Biotium, USA) e visualizadas sob
luz ultravioleta e fotografadas utilizando um sistema de foto-documentacgao (Vilber

Lourmat, Franga).
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4.3.1.3 - Impressao digital de DNA de leveduras ascomicéticas utilizando o
iniciador EI1

As leveduras ascomicéticas foram agrupadas em perfis moleculares por meio
da impressao digital de DNA utilizando-se o iniciador EI1 (5-CTGGCTTGGTGTATG-
3’), conforme descrito por De Barros Lopes e colaboradores (1996, 1998). Para um
volume final de 25 pL, foram adicionados a reagao: 2,5 yL de tampao 10X (MBI
Fermentas), 1 yL de dNTP 2,5 mM (Invitrogen, USA), 1,5 uL de MgCl, 25 mM (MBI
Fermentas), 2 yL do iniciador EI1 10 pmol (Invitrogen, USA), 0,2 yL de tag DNA
polimerase 1,25 U (MBI Fermentas) e 1 yL de DNA. O volume final da reacao foi
ajustado com agua deionizada. A reagao foi realizada em um termociclador
Mastercycler Pro (Eppendorf) nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 94°C
por trés minutos, seguida por 33 ciclos de desnaturagdo a 94°C por um minuto,
anelamento a 45°C por dois minutos e extensdo a 74°C por um minuto e 30
segundos, e por fim, uma extensdo a 74°C por cinco minutos. Apds as reagdes de
amplificagdo, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(Pronadisa, Espanha) a 1,5% em tampdo TBE 0,5x a 80 V. As amostras foram
coradas pela adicdo de GelRed (Biotium, USA) e visualizadas sob luz ultravioleta e
fotografadas utilizando um sistema de foto-documentacéo (Vilber Lourmat, Francga).

4.3.1.4 - Sequenciamento da regiao D1/D2 da subunidade maior do gene do
rRNA

De cada um dos perfis moleculares obtidos, um isolado foi selecionado e
submetido ao sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do
rRNA como descrito por Kurtzman & Robnet (1998). Para amplificacédo da regido a
ser sequenciada foram utilizados 0s iniciadores NL-1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-
3’). A reacao foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 5 pL de tampéao de
PCR 10X (MBI Fermentas), 3 uyL de MgCl, 25 mM (MBI Fermentas), 1 uyL de dNTP
2,5 mM (Invitrogen, USA), 1 uL do iniciador NL1 10 pmol (Invitrogen, USA), 1 uL do
iniciador NL4 10 pmol (Invitrogen, USA), 0,2 uL de tag DNA polimerase 1,25 U (MBI
Fermentas) e 1 yL de DNA. O volume da reagéo foi ajustado com a adi¢do de agua

deionizada. A reacdo foi realizada em um termociclador Mastercycler Pro
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(Eppendorf) e ocorreu nas seguintes condigbes: desnaturacéo inicial a 95°C por dois
minutos, 35 ciclos de desnaturac&o a 95°C por 15 segundos, anelamento a 54°C por
25 segundos e extensao a 72°C por 20 segundos, seguidos de extensao final a 72°C
por 10 minutos. Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(Pronadisa, Espanha) a 1% em tampdo TBE 0,5x a 80 V. As amostras foram
coradas pela adicdo de GelRed (Biotium, USA) e visualizadas sob luz ultravioleta e
fotografadas utilizando um sistema de foto-documentacéao (Vilber Lourmat, Francga).

Para purificacdo dos amplicons, foram adicionados 135 uL de etanol absoluto
e 11,25 yL de EDTA a cada tubo contendo 45 pL dos produtos de PCR. Apéds
homogeneizagao, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 25 minutos e os
sobrenadantes retirados cuidadosamente e descartados. A seguir, foram
adicionados 120 pL de etanol 70-80% gelado, e os tubos, centrifugados a 13.000
rom por 10 minutos. Os sobrenadantes foram novamente descartados. Os tubos
foram deixados a temperatura ambiente para evaporacdo de todo o excesso de
etanol. Os DNAs foram ressuspendidos em 10 yL de agua deionizada. Apds a
purificacdo, foram realizadas as dosagens dos DNAs em NanoDrop ND 1000
(NanoDrop Thecnologies) a 260 nm.

As reacdes de sequenciamento de DNA foram preparadas utilizando o kit
BigDye versdo 3.1 (Applied Biosystems, EUA) e o sequenciamento propriamente
dito foi realizado em um sequenciador automatizado ABI 3730. A qualidade das
bases obtidas em cada sequéncia foi avaliada por meio do aplicativo Phred

disponivel em  http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. A  seguir, 0s

cromatogramas foram conferidos visualmente com auxilio do programa Chromas v.
223 (® 1998-2002 Technelysiumm Pty LTD) para solucionar possiveis
ambiguidades. Por fim, as sequéncias foram comparadas com aquelas depositadas
no GenBank por meio da ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool -
versao 2.215 do BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI (http:/

www.ncbi.nim.nih.gov/blast/).
4.4 — Teste de sensibilidade de leveduras oportunistas a antifungicos

Representantes de leveduras isoladas nos meios CHROMagar-Candida ou
mCA e pertencentes a espécies que ja foram previamente descritas como

oportunistas ou isoladas a partir de fontes humanas foram testadas quanto a
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sensibilidade a anfotericina B, fluconazol e itraconazol por meio da técnica de
microdiluicdo em meio liquido, apresentada pelo documento M27-A3 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). O meio utilizado para esta metodologia
foi o RPMI-1640 (com glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de
fenol) acrescido de MOPS (acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico). Espécies que
apresentaram mais de um isolado tiveram apenas algumas linhagens selecionadas
para o teste.

As solugbes estoques das drogas foram preparadas em dimetilsulfoxido
(DMSO) para anfotericina B (Sigma) e itraconazol (fornecido pela Farmacia de
Manipulagdo da Faculdade de Farmacia da UFMG) ou em agua para o fluconazol
(Sigma) em concentragdes de dez vezes as maiores concentragcbes a serem
testadas. Para os testes, as solugcdoes estoques foram diluidas cinco vezes com
RPMI para a obtencédo de solu¢des duas vezes concentradas. Em seguida foram
feitas nove diluicbes seriadas respeitando-se o fator de diluicdo de 1:2. Para a
anfotericina B e itraconazol as concentragdes testadas foram de 0,03125 a 16 pg/mL
e para o fluconazol foram de 0,125 a 64 ug/mL.

Para o preparo dos in6culos, as col6nias de leveduras foram ressuspendidas
em 5mL de solugdo salina estéril 0,145 mol/L (8,5 g/L NaCl). As suspensdes
resultantes foram agitadas em vortex por 15 segundos e as densidades celulares,
ajustadas com auxilio de espectrofotdmetro, isto €, foi acrescentada solugao salina
suficiente para obter a transmitancia de 75- 80% a 530 nm equivalente a aquela de
uma solugdo-padrédo da escala de McFarland 0,5. Esse procedimento fornece as
suspensdes-padrao das leveduras contendo 1 x 10° a 5 x 10° células por mL. Estas
suspensdes foram diluidas na proporgao de um para 50 e depois de um para 20 com
0 préprio meio de cultura RPMI para se obter as densidades necessarias para o
teste (de 1 x 10° a 5 x 10° UFC/mL).

Os testes foram realizados em placas de microdiluicdo de 96 pogos. Nas
colunas de 2 a 11 foram adicionados 100 uL das diluicbes das drogas duas vezes
concentradas. A coluna 2 continha a maior concentragdo da droga e a coluna 11 a
menor concentragdo. Nas linhas de A a H foram inoculados 100 uL da suspensao
dos inoculos duas vezes concentrados. O volume final de cada pogo foi de 200 pL,
de forma que tanto as concentragcbes das drogas quanto as concentragbes dos

inéculos cairam de 2x para 1x, atingindo assim os valores desejados. Os pogos de
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controle positivo de crescimento (coluna 12) continham 100 pL de meio estéril,
isento de droga, inoculados com 100uL das suspensdes duas vezes concentradas
dos in6culos. Os pogos de controle de esterilidade do meio (coluna 1) continham 200
ML do meio RPMI isento de drogas e indculos. As placas foram incubadas a 35°C
por 24 a 48h, observando-se a presenca ou auséncia de crescimento visivel. As
concentragdes inibitorias minimas foram dadas pelas concentragdes das drogas que
levaram a uma redugdo de 80% do crescimento das leveduras para as drogas
fluconazol e itraconazol e de 100% para a anfotericina B. Os valores de referéncia
para determinar a resisténcia, dose-dependéncia ou sensibilidade dos isolados aos
antifungicos testados estao listados na tabela 4.

Tabela 4 — Concentragbes inibitérias minimas (CIMs) utilizadas como referéncia em testes de
susceptibilidade in vitro para linhagens de Candida.

Antifangicos Resisténcia Dose-dependéncia Sensibilidade
CIM (pg/mL) CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
Fluconazol >64 16 a 32 <8
Itraconazol 21 0,25a0,5 <0,125
Anfotericina B >1 NA* <1

* NA — ndo se aplica
4.5 — Pesquisa de fatores de viruléncia
4.5.1 — Testes de producao de proteinase por leveduras oportunistas

Representantes de leveduras isoladas em CHROMagar-Candida ou em mCA
e pertencentes a espécies que ja foram previamente descritas como oportunistas ou
isoladas a partir de fontes humanas foram testadas quanto a capacidade de
producao de proteinase. A secrecao de proteinase foi avaliada em um meio sélido
contendo Yeast Carbon Base (YCB) 1,17%, extrato de levedura 0,1%, albumina de
soro bovino (ASB) 0,2% e agar 1,8% (pH 5,0) de acordo com De Bernardis e
colaboradores (1999). O inéculo das leveduras consistiu de 10uL de uma suspenséo
de 10° células/mL depositados sobre o agar. A suspensdo de leveduras teve a
concentragao ajustada com auxilio de espectrofotobmetro. As placas foram incubadas
por sete dias a 28°C e a protedlise da ASB foi visualizada como um halo
transparente. A atividade de proteinase foi classificada como negativa quando nao

houve clarificagao visivel, 1+ quando a protedlise ao redor da colbénia foi de 1 a 2
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mm e 2+ quando a descoloragdo do agar chegou a exceder 3 — 5 mm ao redor da
colonia. Espécies que apresentaram mais de um isolado tiveram apenas algumas

linhagens selecionadas para o teste.
4.5.2 — Teste de adesao a células epiteliais bucais de leveduras oportunistas

Algumas leveduras oportunistas isoladas em CHROMagar-Candida ou em
mCA foram testadas quanto a capacidade de adesdo a células epiteliais bucais
(CEB) conforme a metodologia proposta por Kimura e Pearsall (1978). As linhagens
isoladas foram repicadas em agar Extrato de Malte-Extrato de Levedura e incubadas
a 37°C por 24 h. Com auxilio de espectrofotbmetro, foi entdo preparada uma
suspensao de células em caldo Sabouraud (peptona 1%, glicose 2%, extrato de
levedura 0,5%) a uma concentracao final de 10° células/mL. Células epiteliais bucais
humanas de adultos jovens saudaveis foram coletadas com o auxilio de dois swabs
estéreis e inoculadas em 10 mL de tampdo PBS. A suspensdao de CEB foi
centrifugada e lavada quatro vezes em PBS estéril (3000 xg por 10 min) para a
remocé&o de micro-organismos aderidos. As CEB foram entdo suspensas a uma
concentragdo de 10° células/mL, contadas com o auxilio de uma cdmara de
Neubauer, e foram utilizadas imediatamente para o teste de adeséo.

Para o teste, foram misturados delicadamente 0,5 mL da suspensao de CEB
e 0,5 mL da suspensao de leveduras e incubados sob agitagdo a 37°C por uma
hora. A mistura foi entéo filtrada em um filtro de policarbonato com poros de 12 ym
adicionando-se ainda 100 mL de PBS para remocao de leveduras nao aderidas. O
filtro foi retirado com o auxilio de uma pinga e pressionado contra uma lamina de
vidro. Ap6s 10 segundos, o filtro foi removido delicadamente, deixando as CEB
aderidas a lamina de vidro. A preparacao foi seca, fixada pelo calor e corada com
cristal violeta. Posteriormente, foram contadas com auxilio de microscopia optica o
numero de células com leveduras aderidas dentre 50 CEB visualizadas, bem como o

numero de leveduras aderidas nestas mesmas 50 CEB.
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4.5.3 — Pesquisa de fatores de viruléncia de linhagens de C. albicans

Para os testes descritos a seguir foram utilizadas as linhagens de C. albicans
isoladas no presente trabalho, bem como outras sete linhagens de origem ambiental
isoladas durante o trabalho de mestrado realizado por Espirito Santo (2014) no
Laboratorio de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos da UFMG.
Estas ultimas linhagens foram obtidas a partir de amostras de agua da Lagoa da
Pampulha (Belo Horizonte, Minas Gerais) e do lago S&o Luis (Catas Altas, Minas
Gerais), e contribuiram para a observagado do comportamento de leveduras isoladas
a partir de amostras ambientais frente aos testes de fator de viruléncia. Além disso,
a linhagem SC5314 de C. albicans foi incluida como controle em todos os testes, ja
que a mesma representa um isolado clinico cuja viruléncia em modelos animais é
bastante conhecida. Uma linhagem de Candida nao albicans (C. tropicalis) e uma
linhagem de uma levedura oportunista ndo Candida (Kodamaea ohmeri) também
foram inseridas nos experimentos com fins comparativos. Esta parte do trabalho foi
realizada no Laboratory of Molecular Cell Biology da Katholieke Universiteit Leuven,

Bélgica.

4.5.3.1 Estudo da morfogénese de linhagens de C. albicans

As leveduras foram crescidas overnight em meio YPD (peptona bacterioldgica
2%, extrato de levedura 1%, glicose 2,0%, agar 2%) a 28°C. Posteriormente, foi
feita, para cada cultura, uma suspenséo de células em tamp&o PBS cuja densidade
optica foi determinada em espectrofotdmetro. As suspensdes foram entdo diluidas
para obtencdo de colbnias isoladas apds o plaqueamento. Foram testados diferentes

meios indutores de filamentacéo:
- meio contendo soro fetal bovino - agar YPD com soro fetal bovino a 10% (Sigma);

. meio contendo manitol como fonte unica de carbono - agar Spider (caldo nutriente
1%, Ko2HPO4 0,2%, manitol 1%, agar 1,35%);

. meio pobre em nutrientes mas contendo uma combinacao de varios aminoacidos
- agar Lee ( glicose 1,25%, (NH4)2SO4 0,5%, MgS0O4.7H,0O 0,02%, K;HPO4.3H,0
0,25%, NaCl 0,5%, alanina 0,05%, leucina 0,13%, lisina 0,1%, metionina 0,01%,
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fenilalanina 0,05 %, prolina 0,05%, treonina 0,05%, ornitina 0,00714%, biotina
0,0001%, agar 2%, pH 6,8);

. meio com limitagdo de nitrogénio - agar SLAD (YNB sem aminoacidos e sem
(NH4)2S04 0,17%, glicose 2%, sulfato de aménio 50uM, agar 2%, pH 6,5) (MAIDAN
et al., 2005).

As placas foram incubadas a 30°C por 5 dias e uma col6nia representativa de
cada placa foi fotografada. Para a morfologia de col6nias incorporadas no meio, as
células de leveduras foram plaqueadas por meio da técnica pour plate em meio agar
YPS (peptona bacteriologica 2%, extrato de levedura 1%, sacarose 2,0%, agar
1,5%) e, apos incubagéo a 37°C por 5 dias, as colbnias crescidas foram fotografadas
(BROWN et al., 1999). As linhagens foram testadas ainda em meio YPD liquido
acrescido de soro fetal bovino a 10% (Sigma) e visualizadas em microscépio éptico

apods terem sido incubadas a 37°C por 4 horas.

4.5.3.2 — Teste da capacidade de formagao de biofilme de linhagens de C.

albicans

a) Adesao e formacédo de biofilme em cateteres de poliuretano - teste in vitro

Para testar a capacidade de aderir e formar biofilme in vitro, as linhagens de
C. albicans e das demais leveduras foram crescidas overnight em meio solido YPD a
37°C. Depois, as células foram lavadas e ressuspendidas em tampao PBS. Pedacos
de 1 cm de cateteres de poliuretano foram incubados overnight com soro fetal
bovino (Sigma) a 37°C. Foram utilizados trés fragmentos de cateter por linhagem
testada. Uma suspensao contendo 5 x 10* células por mL foi preparada em meio
RPMI (RPMI 1640 com L-glutamina e sem carbonato de sddio tamponado com
MOPS, pH 7) e adicionada aos cateteres. O conjunto foi incubado por 90 minutos a
37°C para a fase de adesdo. Os fragmentos foram entdo lavados duas vezes com
tampao PBS e submetidos a quantificagao da biomassa aderida para finalizar o teste
de adesao ou submersos em meio liquido RPMI e incubados por 24 horas a 37°C
para dar continuidade ao teste de formagéo de biofime (RICICOVA et al., 2010). A
quantificacdo das biomassas resultantes de cada teste foi realizada conforme
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6“0

descrito no item “c”. Tanto para o teste de adesao quanto para o teste de formacgao

de biofilme foram realizados trés experimentos independentes.

b) Formacé&o de biofilme em cateteres de poliuretano - teste in vivo

Para os testes de formacéo de biofilme in vivo foram utilizados camundongos
BALB/c fémeas, pesando em torno de 20 g cada e livres de patdogenos. Os animais
foram alimentados com dieta padrao ad libitum. Além disso, os animais receberam
dexametasona (1 mg/L) e tetraciclina (1 g/L) na agua de beber para obter efeito
imunossupressor € para minimizar as infecgdes bacterianas, respectivamente.
Foram utilizados dois animais por linhagem a ser testada para cada periodo
avaliado. Todos os experimentos utilizando animais foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da UFMG.

As linhagens de C. albicans e das demais leveduras a serem testadas foram
crescidas overnight a 37°C em placas de YPD, lavadas e ressuspendidas em PBS.
Assim como no ensaio de formacdo de biofilme in vitro, foi preparada uma
suspensao de células (5 x 10* células por mL) em meio RPMI. Pedacos de 1 cm de
cateteres de poliuretano (24 mm de didmetro) foram incubados a 37°C por 90
minutos em 1 mL da suspensdo de células. Os fragmentos foram lavados duas
vezes com PBS para entdo serem implantados sob a pele dos camundongos. Os
animais foram anestesiados com solugdo de quetamina e xilazina em PBS (80
mg/Kg/15 mg/Kg) e a parte inferior das costas dos camundongos foram raspadas e
desinfectadas com clorexidina 0,5% em alcool 70%. Uma incisdo de 10 mm foi feita
longitudinalmente e a camada subcutanea foi cuidadosamente dissecada para criar
trés tuneis. Até seis fragmentos de cateteres foram implantados. A incisdo foi
fechada com grampos cirurgicos e desinfectada com clorexidina 0,5% em &lcool
70%. Apés os periodos de 4 horas, 48 horas e 6 dias, os camundongos foram
submetidos a eutanasia por meio de anestesia geral (quetamina e xilazina em PBS
80 mg/kg/ 15 mg/Kg) seguida de deslocamento cervical para a retirada dos
cateteres. A pele foi desinfectada e os fragmentos de cateteres foram removidos do
tecido subcutaneo e lavados duas vezes com PBS (RICICOVA et al., 2010). A
biomassa dos biofilmes formados foi quantificada por meio de plaqueamento (ver
item “c”). Assim como no teste in vitro, a ades&o das linhagens de C. albicans aos

fragmentos de cateteres também foi avaliada neste experimento.
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c) Quantificacdo da biomassa dos testes de adesdo e formacdo de biofilme em

cateteres de poliuretano

Para quantificar a biomassa dos biofilmes formados nos ensaios in vitro e in
vivo, apos a etapa de lavagem dos fragmentos de cateteres utilizados em cada um
dos experimentos, os mesmos foram transferidos para uma solugcao tampéao PBS e
agitados em um banho-maria sonicador por 10 minutos a 40.000 Hz e vortexados
por 30 segundos. As amostras originais e as diluigdes 1:10 e 1:100 foram
plagueadas em duplicata em agar YPD. Apds dois dias de incubagao a 37°C, as
unidades formadoras de coldnias foram contadas e foi feita uma média das
contagens das duplicatas (RICICOVA et al., 2010).

4.5.3.3 - Ensaio de viruléncia de linhagens de C. albicans in vivo

Para determinar a viruléncia in vivo das linhagens de C. albicans e das
demais leveduras, foram utilizados camundongos BALB/c fémeas, com peso de 20 g
cada, livres de patégenos e com dieta padrédo ad libitum. Os animais foram
inoculados pela veia lateral da cauda com 5x10* células de leveduras/g de cada
animal. Os camundongos tiveram os pesos monitorados todos os dias por um més.
Durante este periodo, também foi avaliada a sobrevivéncia dos mesmos (VAN
DIJCK et al.,, 2002). Foram utilizados cinco camundongos para cada linhagem
testada. Foram realizados dois experimentos independentes.

4.6 — Quantificagao de coliformes totais e E. coli

Nas analises bacteriolégicas foi empregado o método cromogénico
COLILERT (IDEXX, U.S.A.). Este método utiliza a tecnologia de substrato definido
(Defined Substrate Tecnology) para deteccéo de coliformes totais e E. coli em agua.
O reagente COLILERT contém o nutriente ONPG que é metabolizado pela enzima
R-galactosidase presente nos coliformes levando, apds o periodo de incubagao, a
alteracdo da cor original da amostra testada para amarelo. O reagente possui
também o MUG que é metabolizado pela enzima [3-glucuronidase presente em E.

coli gerando fluorescéncia sob luz UV a 365 nm apds a incubagao. As bactérias n&o
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pertencentes aos coliformes que possuem estas enzimas sao seletivamente
suprimidas pela matriz especificamente formulada do COLILERT.

Um saché de reagente COLILERT foi entdo adicionado a 100 mL de cada
amostra de agua ou 100 mL de cada lavado de areia e, ap6s uma homogeneizagéo,
as misturas resultantes foram transferidas para as cartelas Quanti-Tray (IDEXX,
U.S.A.). Em seguida as cartelas foram lacradas com auxilio de uma seladora e
incubadas por 24 horas a 35°C. Os resultados foram verificados com a mudanca de
cor nas cavidades das cartelas. Nas amostras positivas para coliformes totais houve
mudanca para cor amarela. Para E. coli foram consideradas positivas as cavidades
amarelas que apresentaram fluorescéncia na presenca de luz UV a 365 nm. As
densidades foram dadas por meio do numero de cavidades positivas e tabela

especifica de Numero Mais Provavel (NMP).

4.7 — Analises estatisticas

Para avaliar a existéncia de correlagdo entre as contagens de leveduras,
bactérias indicadoras e parametros fisico-quimicos foi calculado o coeficiente de
correlagcdo de Spearman. O teste de Kruskaw-Wallis foi utilizado para pesquisar a
existéncia de diferencas significativas entre as densidades dos micro-organismos em
relacdo aos diferentes ambientes amostrados. Este teste também foi empregado na
analise dos dados de unidades formadoras de colbnias recuperadas a partir dos
testes de formacao de biofilme. Utilizou-se para realizagado dos testes supracitados o
programa estatistico R versao 3.0.2

Nos ensaios de viruléncia in vivo, as curvas de sobrevivéncia foram estimadas
por meio do método de Kaplan-Meier e possiveis diferengas entre as mesmas foram
avaliadas por meio do teste estatistico de “log rank de Cox-Mantel”. Estas analises
foram realizadas com auxilio do programa Graphpad Prism versao 6.0. Em todos os

casos adotou-se como limite de significancia um valor de p igual ou menor a 0,05.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Quantificagcao de coliformes totais e E. coli

A quantificacdo de coliformes totais foi feita apenas nas praias do Rio de
Janeiro (Tabela 5). Dentre as 36 amostras de agua analisadas, 29 (81%)
apresentaram concentragbes destas bactérias maiores ou iguais ao limite de
deteccdo do método de analise empregado (4.839,2 NMP/100 mL). Atualmente,
estes micro-organismos nao siao mais recomendados pela legislagao brasileira para
a avaliacdo da qualidade das aguas de praias recreacionais. Embora ndo haja
também limites estabelecidos em ambito nacional para as concentracbes de
coliformes totais nas areias das praias, no Rio de Janeiro, a Secretaria Municipal do
Meio Ambiente determina, por meio da Resolugdo n°. 468/10, um valor maximo de
300 NMP/g para este parametro microbiolégico. Considerando este critério, 12
(17%) das 72 amostras de areia coletadas poderiam ser classificadas como ndo
recomendadas. Ainda que os coliformes totais ndo sejam considerados os
indicadores mais apropriados para detec¢cao de contaminagao fecal, uma vez que
algumas espécies pertencentes a este grupo podem ser encontradas na natureza e
muitas sdo capazes de persistir e se multiplicar no solo, alguns trabalhos apontam
para uma associagado positiva entre elevadas contagens destes micro-organismos
em praias e o aparecimento de doengas gastrointestinais em banhistas (HAILE et
al., 1999; PRIETO et al., 2001; HALLER et al., 2009; FERGUSON & SIGNORETTO,
2011).

De acordo com o teste de Kruskal-Wallis, foram observadas diferencas
significativas entre as concentragdes de coliformes totais nas amostras de areia
provenientes das zonas infralitoral e mediolitoral (p=0,002), bem como das zonas
infralitoral e supralitoral (p=0,001). Ja entre as zonas mediolitoral e supralitoral esta
diferenca ndo pode ser notada (p>0,05). As amostras da zona infralitoral abrigaram
maiores concentragdes destas bactérias (Figura 4). Isto ocorreu possivelmente
devido a influéncia direta da agua do mar sobre esta zona, ja que a maioria das
aguas avaliadas no presente trabalho apresentaram altas contagens destes micro-
organismos. Ndo houve diferengas significativas entre as densidades de coliformes
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nas aguas e areias das praias entre as estagdes verao e inverno tanto no Rio de

Janeiro quanto no Parana (p>0,05).
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FIGURA 4 — Boxplot das densidades de coliformes totais em amostras de areia em fungéo das zonas onde estas
amostras foram coletadas. As letras acima de cada grafico indicam a existéncia ou ndo de diferencas
significativas entre as zonas segundo o teste de Kruskal-Wallis. Locais com letras iguais ndo diferem
significativamente entre si (p>0,05). INFRA = infralitoral; MEDIO = mediolitoral; SUPRA = supralitoral.

Em relagcdo a quantificacdo de E. coli, 22% (8) das amostras de agua
coletadas no Parana e 53% (19) das amostras coletadas no Rio de Janeiro
apresentaram densidades superiores a 2.000 NMP/100mL, sendo assim
consideradas improprias para banho de acordo com os critérios estabelecidos pela
legislagao brasileira (Tabelas 5 e 6). As altas densidades de E. coli em aguas
naturais sdo normalmente associadas a contaminacgao fecal recente e sao usadas
para indicar a possivel presenca de outros patégenos de origem entérica (TALLON
et al., 2005). Alguns estudos mostram a existéncia de uma correlacao entre E. coli e
a incidéncia de banhistas acometidos por doengas gastrointestinais (PRUSS, 1998;
WADE et al., 2003). Estas bactérias podem ser introduzidas no mar por meio de
efluentes de esgotos, escoamento de aguas pluviais, fezes de animais selvagens, ou
a partir de outras fontes difusas (SOLO-GABRIELE et al., 2000; HALLIDAY & GAST,
2011). A possivel contaminag&do das aguas por bactérias persistentes no ambiente é

um importante fator a ser levado em consideracao e que sera discutido mais adiante.
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Uma diferenca significativa (Kruskal-Wallis, p<0,001) entre as densidades de
E. coli encontradas nas aguas das praias do Rio de Janeiro e do Parana foi
observada. Esta diferengca é reforcada quando observa-se o0 numero de amostras
consideradas impréprias para banho em cada estado. Segundo Sotero-Martins e
colaboradores (2013), a estrutura das cidades litoraneas tem influéncia direta sobre
a qualidade das aguas costeiras. O fato da cidade do Rio de Janeiro ser maior, com
uma grande populagdo e um nivel mais elevado de urbanizagédo, apresentando,
assim, maior poluicdo orgéanica resultante das atividades antrépicas, pode ter
contribuido para um numero aumentado de amostras contaminadas. As
concentragdes de E. coli presentes nas amostras de agua coletadas nao diferiram
entre as estagdes verao e inverno em nenhum dos estados (p>0,05).

Em relacdo as areias (Tabelas 5 e 6), 19% (14) das amostras das praias do
Rio de Janeiro apresentaram densidades de E. coli superiores a 38 NMP/g, sendo
classificadas como nao recomendadas, conforme a resolucdo n°. 468/10 da
Secretaria Municipal do Meio Ambiente do Rio de Janeiro. No Parana, nao existe
nenhuma legislagcdo especifica em relagdo a qualidade microbiolégica das areias
das praias. Caso fossem adotados os mesmo critérios estabelecidos para o Rio de
Janeiro, 17% (12) das amostras coletadas no Parana estariam inadequadas. Assim
como outras bactérias do grupo coliformes, E. coli € capaz de sobreviver e se
multiplicar no solo, podendo, inclusive, contribuir para a contaminagédo de aguas
proximas (BYAPPANAHALLI et al.,, 2012). Este fato levanta a questdo se E. coli
pode, de fato, ser considerado um efetivo indicador de contaminagao fecal recente,
ja que a presenca desta bactéria pode ser resultado de uma contaminagdo antiga
que persistiu no ambiente. Além da agua do mar, o escoamento de aguas da chuva
gue concentram micro-organismos de diversas areas urbanas, as falhas de sistemas
de esgoto proximos as praias e as fezes de animais sao fatores que contribuem para
a contaminacgao inicial das areias (HALLIDAY & GAST, 2011).

As contagens de E. coli nas amostras de areia da zona supralitoral foram, no
geral, menores (Figura 5), diferindo significativamente daquelas das zonas
mediolitoral (Kruskal-Wallis, p=0,02) e infralitoral (p<0,001). E possivel que a
contaminagdo das areias das praias por este micro-organismo tenha ocorrido
principalmente por meio da filtragem da agua do mar durante os ciclos das marés,

uma vez que as amostras que apresentaram as maiores densidades de E. coli foram
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aquelas provenientes das areias umidas e molhadas. Além disso, um outro fator que
ajudaria a explicar a menor abundancia de E. coli nas amostras da zona supralitoral
€ o fato de que bactérias entéricas podem sobreviver menos na superficie de areias
secas (SABINO et al., 2011). Nao foram observadas diferengcas das densidades de

E. coli entre as estacdes estudadas em ambos estados (p>0,05).
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FIGURA 5 — Boxplot das densidades de E. coli em amostras de areia em funcdo das zonas onde estas amostras
foram coletadas. As letras acima de cada grafico indicam a existéncia ou ndo de diferencgas significativas entre as
zonas segundo o teste de Kruskal-Wallis. Locais com letras iguais ndo diferem significativamente entre si
(p>0,05). INFRA — infralitoral; MEDIO — mediolitoral; SUPRA — supralitoral.

Conforme o teste estatistico de Spearman, as densidades de E. coli
apresentaram correlagdo positiva com as contagens de coliformes totais nas
amostras de agua e areia das praias do Rio de Janeiro (p<0,001) mesmo quando as
praias e estacdoes foram avaliadas separadamente. Este resultado pode indicar a
existéncia de uma fonte comum de contaminagdo para estes micro-organismos,

principalmente porque ambos sao frequentemente associados a poluigao fecal.
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Tabela 5 — Densidades de leveduras, coliformes totais e E. coli em amostras de agua e areia coletadas em praias recreacionais do estado do Rio de Janeiro (UFC

ou NMP/100mL para amostras de agua e UFC ou NMP/g para amostras de areia).

Leveduras Coliformes totais E. coli Leveduras Coliformes totais E. coli
(UFC/gou100 mL)  (NMP/g ou100 mL)  (NMP/g ou 100 mL) (UFC/gou100 mL)  (NMP/g ou100 mL)  (NMP/g ou 100 mL)
Praia Transecto* Zona** Inverno Verdo Inverno Verao Inverno  Verao Praia Transecto* Zona** Inverno Verdao Inverno Verao Inverno  Verao
SUPRA 6.5 0.0 123.2 0.8 25 0.5 SUPRA 250.0 0.0 5.6 0.3 <0.2 <0.2
MEDIO 25.6 0.0 20.5 3.2 <0.2 2.9 - MEDIO 56.8 1.6 0.2 148.0 <0.2 78.5
° ! INFRA 4.3 1.0 >517.3 >463.8 7.0 >463.8 g ! INFRA 2.3 408.5 7.6 >449.3 1.7 7.7
E_ AGUA 24.0 0.0 >4839.2 >4839.2 3465.8 >4839.2 $- AGUA 16.0 32.0 2406.6 >4839.2 821.2 1659.4
‘; 2 AGUA 84.0 8.0 >4839.2  >4839.3 4839.2 1454.0 g 2 AGUA 56.0 28.0 >4839.2 >4839.2 >4839.2 >4839.2
5 SUPRA 0.9 57 02 0.7 0.2 <02 E SUPRA 120 32 47 0.3 47 <0.2
g_ 3 MEDIO 5.8 0.8 <0.2 1254 0.8 56.1 § 3 MEDIO 0.8 4.0 <0.2 64.8 <0.2 451
INFRA 2.1 0.0 171.6 >481.0 6.0 308.8 © INFRA 0.0 0.0 7.6 59.0 4.7 14.0
AGUA 0.0 20.0 2599.4 >4839.2 689.6  >4839.2 AGUA 64.0 4.0 >4839.2 >4839.2 >4839.2 >4839.2
SUPRA 64.0 142.4 379.4 0.3 270.0 <0.2 SUPRA 124.4 0.0 5.1 14.1 0.2 <0.2
= 1 MEDIO 13.4 9.6 6.3 >387.8 54 >387.8 = w 1 MEDIO 1.8 9.5 0.2 >384.2 <0.2 >384.2
3 ‘: INFRA 1.2 25 61.4 102.6 3.8 38.2 3 g INFRA 15.6 2.8 38.7 44.0 13.1 17.7
g E AGUA 8.0 4.0 1841.6 >4839.2 581.8 1841.6 E g- AGUA 36.0 8.0 >4839.2 >4839.2  3465.8 1841.6
g :- 2 AGUA 20.0 0.0 >4839.2  >4839.2 520.6 1960.8 g g 2 AGUA 12.0 24.0 4839.2 >4839.2  2406.6  3972.6
Q § SUPRA 145.1 4.0 115.0 4.0 18.7 <0.2 Q § SUPRA 114.7 24 13.0 <0.2 1.1 <0.2
o E. MEDIO 15.0 0.8 2.2 4.1 <0.2 0.6 o § MEDIO 2.8 0.0 <0.2 39.7 0.4 22.7
® s INFRA 0.00 0.0 43.5 294.7 0.5 53.3 ® | : INFRA 2.3 0.9 12.2 17.2 4.6 52
AGUA 0.00 4.0 1454.0 >4839.2 10344 1034.4 AGUA 20.0 8.0 >4839.2  >4839.2 922.2 2406.6
SUPRA 133.1 79.8 8.9 25.9 0.2 0.2 SUPRA  367.0 323 >558.5 3.6 >558.5 <0.2
MEDIO 2.7 7.9 3.0 10.9 1.7 4.4 . MEDIO 24.7 0.0 1.2 251.2 11.3 28.8
'g ! INFRA 0.0 0.9 155.3 202.2 22.6 28.0 .g ! INFRA 0.0 0.0 7.8 >476.1 7.5 143.0
g AGUA 4.0 12.0 1258.8 4839.2 67.4 2827.2 g- AGUA 104.0 8.0 >4839.2  >4839.2 2.0 >4839.2
"“ 2 AGUA 28.0 20.0 944.2 >4839.2 296.6 2599.4 g 2 AGUA 36.0 20.0 >4839.2 >4839.2 3465.8  4839.2
% SUPRA 244.6 0.8 >501.7 0.3 3.9 <0.2 § SUPRA  222.6 0.0 4171 <0.2 251.8 <0.2
E. 3 MEDIO 139.4 214 1.7 10.7 <0.2 3.2 § 3 MEDIO 5.3 0.0 430.7 8.0 >430.7 0.8
INFRA 1.2 0.0 23.9 186.0 3.2 16.7 © INFRA 3.7 9.9 39.9 14.4 20.2 5.1
AGUA 8.0 0.0 516.2 >4839.2 61.0 1297.6 AGUA 128.0 24.0 >4839.2 >4839.2 2406.6  4839.2

* Transecto 1 - 50 m ao sul do sistema de drenagem de aguas pluviais; transecto 2 - em frente ao sistem de drenagem de aguas pluviais; transecto 3 - 50m ao norte do sistema de
drenagem de aguas pluviais. **Supra - supralitoral; Medio - mediolitoral; Infra - infralitoral.
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Tabela 6 — Densidades de leveduras e E. coli em amostras de agua e areia coletadas em praias recreacionais do estado do Parana (UFC ou NMP/100mL para
amostras de agua e UFC ou NMP/g para amostras de areia).

Leveduras E. coli Leveduras E. coli
(UFC/g ou 100 mL) (NMP/g ou 100 mL) (UFC/g ou 100 mL) (NMP/g ou 100 mL)
Praia Transecto* Zona** Inverno Verao Inverno Verao Praia Transecto* Zona** Inverno Verao Inverno Verao
SUPRA 5.8 22.5 0.2 22 SUPRA 8.7 18.0 0.2 0.1
1 MEDIO 2.8 0.0 3.7 0.6 1 MEDIO 8.4 0.9 7.7 1.2
o INFRA 43 34.2 0.7 0.4 P INFRA 0.0 10.8 1.3 0.3
% AGUA 20.0 60.0 2239.8 151.6 § AGUA 4.0 0.0 1226.2 2595.2
% 2 AGUA 68.0 128.0 1740.8 98.8 3 2 AGUA 0.0 0.0 615.2 2004.8
g SUPRA 42 5.4 0.2 2.0 = SUPRA 6.1 0.0 0.2 ND
MEDIO 5.8 54 0.2 0.1 o MEDIO 0.0 0.0 0.2 5.1
3 INFRA 3.5 0.0 0.2 7.2 3 INFRA 0.0 3.6 0.2 1.8
AGUA 20.0 64.0 3106.2 61.2 AGUA 0.0 0.0 370.0 1740.8
SUPRA 45.6 8.1 262.1 0.1 SUPRA 54.9 >270.0 0.2 7.8
§ 1 MEDIO 7.0 0.9 20.6 23.9 E o 1 MEDIO 5.6 171 85.8 1.2
T -.E INFRA 15.6 1.8 12.0 54.7 § g INFRA 34 1.8 16.6 1.1
% % AGUA 16.0 24.0 3972.6 136.4 é § AGUA 12.0 0.0 449.4 665.6
2 % 2 AGUA 172.0 0.0 3465.8 249.6 g é 2 AGUA 16.0 20.0 581.8 440.0
E ‘g SUPRA 149.5 1.8 9.6 3.5 3 “g SUPRA 8.5 133.2 0.2 0.6
= g 3 MEDIO 9.0 4.5 4834 36.6 ,‘E E 3 MEDIO 111 6.3 13.7 5.0
E INFRA 17.6 54 179.6 28.4 § INFRA 1.2 2.7 12.5 3.0
AGUA 68.0 52.0 4839.2 1379.2 AGUA 4.0 36.0 186.6 688.8
SUPRA 19.4 4.5 0.2 10.5 SUPRA 0.0 6.3 0.7 0.5
1 MEDIO 8.2 28.8 45.4 19.0 - 1 MEDIO 9.9 7.2 530.9 0.1
§ INFRA 3.0 0.9 4834 19.2 g INFRA 2.2 1.8 744 12.0
;_,—’CE AGUA 16.0 16.0 229.0 310.4 E AGUA 0.0 4.0 296.4 1376.0
2 2 AGUA 0.0 16.0 357.8 >0678.4 2 2 AGUA 0.0 56.0 247.2 898.8
3 SUPRA 34 8.1 5.0 0.1 & SUPRA 83.9 0.0 0.2 0.1
E 3 MEDIO 1.7 0.9 0.2 0.1 § 3 MEDIO 5.6 3.6 62.8 51.4
INFRA 22 0.0 128.2 9.6 INFRA 1.2 1.8 6.7 9.3
AGUA 4.0 28.0 372.0 134.8 AGUA 4.0 48.0 323.2 688.8

* Transecto 1 - 50 m ao sul do sistema de drenagem de aguas pluviais; transecto 2 - em frente ao sistem de drenagem de aguas pluviais; transecto 3 - 50m ao norte do sistema de

drenagem de &guas pluviais. **Supra - supralitoral; Medio - mediolitoral; Infra - infralitoral.
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5.2 — Quantificagao de leveduras totais

As densidades de leveduras nas amostras de agua do mar coletadas
variaram de 0 a 172 UFC/100mL (Tabelas 5 e 6). De acordo com Hagler e Ahearn
(1987), 6% (2) das amostras de agua do Parana e 6% (2) das amostras do Rio de
Janeiro poderiam ser classificadas como eutréficas, uma vez que as mesmas
apresentaram contagens superiores a 100 UFC de leveduras por 100mL de agua.
As vias de introducdo de leveduras nestes ambientes aquaticos podem ter sido
esgotos, a drenagem de aguas pluviais, a ressuspensao de micro-organismos das
areias e o aporte de material organico terrestre. Nado foram observadas diferengas
significativas entre as contagens de leveduras nas amostras coletadas no Parana e
as amostras provenientes das praias do Rio de Janeiro, e nem entre estacdes em
nenhum dos estados (Kruskal-Wallis, p>0,05). Também n&o foram encontradas
correlagdes significativas entre as concentragdes de leveduras e as densidades de
coliformes totais e E. coli (Spearman, p>0,05), seja quando todos os dados foram
analisados em conjunto ou mesmo quando analisados separadamente por praia e
estacao.

Em relagdo as amostras de areia, as densidades de leveduras variaram de 0
a 408 UFC/g (Tabelas 5 e 6). No Brasil, ndo ha limites determinados pela legislagcéo
vigente para as contagens de leveduras em areias de praias. Tomando como
referéncia o valor maximo admissivel de 60 UFC/g sugerido pelo ultimo relatério da
Associagcdo Bandeira Azul da Europa (2011), 6% (4) das amostras coletadas no
Parana e 18% (13) das amostras provenientes do Rio de Janeiro poderiam ser
consideradas inadequadas para praias de uso recreacional.

Conforme mostrado pelo teste de Kruskal-Wallis, as contagens de leveduras
nas amostras de areia ndo diferiram significativamente entre as estagdes verdo e
inverno em nenhum dos estados (p>0,05). Entretanto, as densidades destes micro-
organismos apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre as trés
zonas avaliadas (p<0,02). As maiores contagens foram observadas principalmente
em amostras de areia da zona supralitoral, seguidas pelas contagens das zonas
mediolitoral e infralitoral, respectivamente (Figura 6). Varios outros trabalhos ja
haviam apontado para a prevaléncia de leveduras em areias secas da zona

supralitoral em detrimento das areias umidas ou molhadas das demais zonas. Ao
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comparar as concentracdes de leveduras em areias secas e molhadas coletadas de
trés praias do sul da Florida, Vogel e colaboradores (2007) constataram que as
areias secas abrigaram significativamente mais leveduras do que as areias
molhadas. No Brasil, na avaliagdo da qualidade sanitaria de areias de 16 praias do
estado de Sao Paulo, foram encontrados maiores indices de contaminagao por
bactérias de origem fecal e por leveduras em areias secas do que em molhadas
(SATO et al., 2005). Vieira e colaboradores (2001) também obtiveram maiores
concentracdes de leveduras em areias secas amostradas em trés praias da cidade

de Fortaleza, no Ceara.

9 _ o
=
[s]
[ ]
=
o)
o o
E g8 ¢
)
W (o] I
o Ty !
= i
U I
@ i
o o ;
—1 I
o |
= e
=]
5 b
g 2 8
. r
T T 1
INFRA MEDIO SUPRA
Zonas

FIGURA 6 — Boxplot das densidades de leveduras em amostras de areia em fungdo das zonas onde estas
amostras foram coletadas. As letras acima de cada grafico indicam a existéncia ou ndo de diferencas
significativas entre as zonas segundo o teste de Kruskal-Wallis. Locais com letras iguais ndo diferem
significativamente entre si (p>0,05). INFRA — infralitoral; MEDIO — mediolitoral; SUPRA — supralitoral.

Segundo Mudryk e colaboradores (2013), a observagcdo de maiores
contagens de leveduras em amostras de areia da zona supralitoral, a qual ndo sofre
influéncia das marés, poderia indicar que a principal fonte destes micro-organismos
nao seria a agua do mar, mas sim a entrada de contaminantes terrestres, o
escoamento de aguas pluviais e os proprios usuarios das praias. Além disso, nas
areias secas, fungos e bactérias estdo sujeitos a menor predagao, uma vez que os

organismos predadores podem nao ser ativos neste ambiente devido ao conteudo
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reduzido de agua (BONILLA et al, 2007). Ja a abundancia reduzida de leveduras nas
zonas mediolitoral e infralitoral poderia ainda ser explicada pelo efeito diluidor
exercido pela agua do mar durante os ciclos das marés (SATO et al., 2005).

Assim como para as amostras de agua, nao foram encontradas correlagoes
significativas entre as contagens de leveduras e as densidades de coliformes e E.
coli nas amostras de areia (Spearman, p>0,05) mesmo quando as estagdes e praias
foram analisadas separadamente. Uma vez que as leveduras foram mais
abundantes na zona supralitoral e as bactérias indicadoras foram prevalentes nas
zonas de areia umida e molhada, € possivel sugerir a existéncia de diferentes fontes

de contaminagdo para estes micro-organismos.

5.3 — Parametros fisico-quimicos

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos avaliados no presente
trabalho sdo mostrados na tabela 7. Todas as amostras de agua coletadas no Rio de
Janeiro e no Parana, em ambas as estagdes, apresentaram um pH levemente
alcalino, variando de 7,53 a 8,27. Os pHs das amostras de areia foram mensurados
apenas para as amostras coletadas nas praias do Rio de Janeiro e oscilaram entre
6,84 e 7,55. Loureiro e colaboradores (2005) encontraram resultados similares na
avaliacdo de amostras de agua e areia coletadas em duas praias de Olinda,
Pernambuco. Os valores de pH observados pelos autores ficaram entre 7,6 e 8,2
para todas as amostras analisadas. O pH das aguas coletadas em uma praia de
Miami, Flérida (E.U.A.), também foram préximos aos do presente trabalho variando
entre 7,4 e 8,2 (ABDELZAHER et al., 2010).

De acordo com o teste estatistico de Spearman, ndo foram encontradas
correlagdes entre as densidades de coliformes totais, E. coli e leveduras e os valores
de pH das areias coletadas nas praias do Rio de Janeiro (p>0,05). Ja para as
amostras de agua coletadas em ambos estados e estagbes, foram observadas
correlagdes negativas significativas entre as contagens de E. coli e o pH (p<0,001).
Para as leveduras também também houve uma correlacdo negativa com o pH, mas
apenas nas amostras de agua provenientes do Parana (p=0,003).

A salinidade média das aguas do Rio de Janeiro foi de 38%. para as amostras
coletadas durante o verdo e de 35%. para as coletadas durante o inverno. Em

relacdo as amostras de areia, a salinidade girou em torno de 10,4%0 em ambas as
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estacbes. No Parana, a salinidade média das aguas foi de 34%. e 32%. para as
amostras coletadas durante o verao e o inverno, respectivamente. Abdelzaher e
colaboradores (2010) observaram valores de salinidade entre 31,5%o0 € 32,8%0 para
as amostras de agua do mar coletadas em uma praia subtropical de Miami. Em
outras duas praias de Miami, a salinidade média das amostras de agua coletadas
girou em torno de 30%. na estagdo chuvosa e em torno de 34%. na estagao seca
(SHIBATA et al., 2004).

Nas amostras de areia coletadas no Rio de Janeiro ndo foram observadas
correlagdes entre as concentragdes de micro-organismos e a salinidade (Spearman,
p>0,05). Quanto as amostras de agua, levando-se em consideragdo todos os
periodos de coleta, foram encontradas correlagcdes significativas negativas entre as
densidades de leveduras e a salinidade tanto no Parana quanto no Rio de Janeiro
(p<0,03). Entretanto, quando os dados de ambos estados foram avaliados em
conjunto esta correlagdo n&o pode ser observada. Foram encontradas correlagdes
positivas em outras duas situacoes especificas: entre coliformes totais e salinidade
nas aguas coletadas no Rio de Janeiro (p=0,03) e entre E. coli e salinidade nas
aguas coletadas em ambos os estados estudados (p<0,001).

Considerando as coletas realizadas tanto no verdao quanto no inverno,
observou-se uma variagédo de temperatura para as amostras de agua de 23 a 25°C
nas praias do Rio de Janeiro e de 21,5 a 29°C nas praias do Parana. No trabalho
realizado por Loureiro e colaboradores (2005), as amostras de agua coletadas
apresentaram temperaturas entre 24,3 e 29,4°C. As temperaturas das areias
coletadas no presente trabalho foram mensuradas apenas no verdo no Parana e em
ambas as estagdes no Rio de Janeiro e oscilaram de 23 a 40°C. As temperaturas
mais altas foram observadas na zona supralitoral das praias, onde a média foi de
31°C. Ja a zona infralitoral apresentou as menores temperaturas com meédia de
26,8°C.

Nas areias do Rio de Janeiro, as densidades de coliformes totais e E. coli se
correlacionaram de forma negativa com a temperatura (p<0,006). Ja nas amostras
de agua deste estado, observou-se uma associagdo positiva entre temperatura e
contagens de leveduras (p=0,04). Outras relagbes significativas entre os parametros
microbiolégicos e as temperaturas das amostras de agua e areia coletadas nao

foram observadas.
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Independentemente dos resultados encontrados durante os testes de
correlagdo de Spearman, € importante salientar que um unico parametro fisico-
quimico nao é capaz de explicar sozinho as densidades de bactérias e leveduras
encontradas nas aguas e areias das praias avaliadas. Existem diversos outros
fatores caracteristicos de um local particular que contribuem simultaneamente para a
selecdo dos micro-organismos daquele ambiente. Assim, nem sempre uma
correlacdo encontrada em um sitio amostral € observada novamente em outro ponto
de coleta similar.

Tabela 7 — Valores médios de pH, salinidade e temperatura das amostras de agua e areia coletadas
em praias dos estados do Rio de Janeiro e Parana.

Inverno Verao
Estado Zona — Estado Zona —
pH Salinidade Temperatura pH Salinidade Temperatura
SUPRA 74 10.0%o 28.3°C SUPRA 7.2 10.6%o 33.7°C
Riode MEDIO 7.2 10.0%o 27.3°C Riode MEDIO 7.2 10.6%o 31.9°C
Janeiro |NFRA 7.4 10.3%o 24.9°C Janeiro |NFRA 7.2 10.9%o 25.7°C
AGUA 709 35.4%0 24.1°C AGUA 79 38.4%o0 23.1°C
SUPRA ND* ND ND SUPRA ND ND 31.1°C
; MEDIO ND ND ND . MEDIO ND ND 30.1°C
Parana Parana
INFRA ND ND ND INFRA ND ND 29.9°C
AGUA 82 32.2%o 21.6°C AGUA 8.0 34.0%o0 26.8°C

*ND — n3o determinado

5.4 — Isolamento e identificagcao de leveduras crescidas em Chromagar-
Candida

A partir das amostras de agua e areia coletadas foram isoladas 471 leveduras
em CHROMagar-Candida. O total de leveduras recuperadas no inverno foi maior
que o total obtido no verao, tanto nas praias do Rio de Janeiro quanto nas praias do
Parana (Tabela 8). As altas temperaturas atingidas no verado podem ter contribuido
para a diminuicdo da ocorréncia de espécies mais sensiveis ao calor, principalmente
nas areias. Além disso, no verdo, € maior a incidéncia de luz solar e radiacéo
ultravioleta que pode ter efeito fungicida para algumas espécies de leveduras
(DEAK, 2006).

Tabela 8 - NUumero de leveduras isoladas em meio Chromagar-Candida

Rio de Janeiro Parana
Inverno Verio Inverno Verio TOTAL
Areia 171 46 84 31 332
Agua 55 24 44 16 139
TOTAL: 471
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CHROMagar-Candida é um meio de cultivo diferencial e cromogénico
inicialmente desenvolvido para auxiliar na rapida distingdo de espécies de
importancia médica como C. albicans, C. tropicalis e P. kudriavzevii (=C. krusei).
Este meio tem sido utilizado com relativo sucesso em analises de amostras clinicas
(PFALLER et al., 1996; RIBEIRO et al., 2009; ESTRADA-BARRAZA et al., 2011).
Entretanto, como a diversidade de micro-organismos presentes na natureza é muito
maior do que aquela associada a humanos, colénias de uma grande variedade de
cores, tamanhos e texturas foram obtidas no presente trabalho (Figura 7).

FIGURA 7 — Col6nias de leveduras crescidas sobre membranas de nitrocelulose utilizando o meio CHROMagar-
Candida durante o processo de isolamento.

Em teoria, as colbnias de coloragao verde em CHROMagar-Candida deveriam
pertencer a espécie C. albicans, as de coloragao azul a espécie C. tropicalis e as de
coloracdo résea ou purpura a espécie P. kudriavzevii. Entretanto, dentre os 37
isolados que apresentaram col6nias verdes, apenas dois foram confirmados como
C. albicans e os demais como pertencentes a outras espécies como C. akabanensis,
Lodderomyces elongisporus e T. asahii. Dentre as 47 leveduras com col6nias azuis,
oito foram identificadas como C. tropicalis. Dentre os 173 isolados com colbnias
réseas ou purpuras cremosas, apenas cinco eram P. kudriavzevii. Estes resultados
mostram a limitagdo da utilizagdo de CHROMagar-Candida como um meio
diferencial no isolamento de leveduras a partir de amostras ambientais.

Todas as leveduras isoladas foram identificadas como pertencentes a 96

diferentes espécies e 34 géneros (Tabela 9). Candida parapsilosis foi a mais
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prevalente, seguida de R. mucilaginosa e M. gquilliermondii (=C. guilliemondii),
respectivamente. C. parapsilosis € uma levedura oportunista emergente cuja
importancia vem aumentando drasticamente nas Uultimas duas décadas. Esta
espécie esta associada a infeccbes nosocomiais sérias, sendo considerada a
segunda espécie de Candida mais isolada a partir de amostras de sangue na
Europa e na América Latina e a terceira na América do Norte (MESSER et al., 2006;
TROFA et al.,, 2008). Muitas infecgdes por C. parapsilosis acontecem devido a
capacidade desta levedura de contaminar solugcdes de nutricdo parenteral e formar
biofilmes em cateteres e outros dispositivos implantados. Além disso, ha trabalhos
relatando a ocorréncia de enfermidades por causa da disseminacao desta levedura
por meio das maos dos profissionais de saude e da persisténcia da mesma no
ambiente hospitalar. C. parapsilosis afeta principalmente individuos gravemente
doentes de unidades de terapia intensiva, recém-nascidos e pacientes com cancer
(CLARK et al., 2004; TROFA et al., 2008; SABINO et al., 2010). Além de ser um
fungo comensal comum de humanos, esta espécie tem sido recuperada
esporadicamente a partir de uma variedade de outros substratos e locais como
animais domésticos, insetos, solo e ambientes marinhos (KURTZMAN et al., 2011).
R. mucilaginosa e M. guilliermondii sao leveduras que se encontram amplamente
distribuidas na natureza e que também tém chamado a atengdo como oportunistas
nos ultimos anos. Enquanto a primeira espécie esta associada principalmente a
fungemias ligadas a cateteres, endocardites, peritonites, meningites e endofitalmites,
a segunda é frequentemente relacionada a fungemias e infecgbes profundas em
pacientes com cancer (TUON & COSTA, 2008; SAVINI et al., 2010).

Além das leveduras predominantes supracitadas, outras 35 espécies isoladas
no presente trabalho podem ser consideradas patogénicas ou oportunistas
emergentes (Tabela 9). Aureobasidium pullulans, C. albicans, C. glabrata, C.
haemuloniii, C. othopsilosis, C. tropicalis, Cryptococcus laurentii, K. ohmeri, L.
elongisporus, P. kudriavzevii e espécies de Trichosporon s&o algumas delas
(MICELLI et al., 2011; BRANDT & LOCKHART, 2012). Os isolados de Candida e Cr.
laurentii sao descritos como agentes causadores de infecgdes fungicas invasivas
(MICELI et al.,, 2011). A. pullulans ja foi associado a varias enfermidades,
especialmente em individuos imunocomprometidos. Dentre os casos envolvendo A.

pullulans pode-se citar: abscesso no bacgo, infec¢do pulmonar invasiva, fungemia,
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peritonite, pneumonia, meningite, ulcera de cérnea, infecgédo relacionada a cateter e
asma (CHAN et al., 2011). A espécie K. ohmeri foi recentemente identificada como
agente etiolégico de fungemias, endocardites, celulites e peritonites em pacientes
imunocomprometidos (SHAABAN et al., 2010). O género Trichosporon foi
reconhecido por muitos anos por causar Piedra branca, uma infecgdo fungica da
cuticula do pélo. Entretanto, casos de tricosporonoses invasivas tém sido
frequentemente relatados e o género é atualmente considerado o segundo mais
comum em infecgdes disseminadas por leveduras (CHAGAS-NETO et al., 2008). A
presencga destes micro-organismos potencialmente patogénicos nas aguas e areias
das praias expde os banhistas ao contato direto, aumentando assim o risco de
infecgao, principalmente em pessoas em extremos de idade ou que possuem o
sistema imunolégico comprometido.

Alguns autores associam a prevaléncia de espécies oportunistas de Candida
em aguas naturais com a poluigdo decorrente de atividades ligadas ao homem e
propbem o uso destas leveduras como indicadoras de qualidade ambiental
(SHERRY & QURESCHI, 1981; VOGEL et al.,, 2007). Assim, as espécies C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, M. guilliermondii e P. kudriavzevii
foram avaliadas quanto a existéncia de alguma correlagdo com a bactéria indicadora
E. coli nas amostras de agua e areia coletadas. Para as aguas, E. coli apresentou
uma correlagédo positiva apenas com a espécie C. parapsilosis (p=0,03). Entretanto,
quando os dados foram testados separadamente por estado e/ou estacdo, nenhuma
relagdo foi observada. Em relacdo as amostras de areia, ndo houve correlagdes
significativas entre E. coli e as espécies oportunistas de Candida, com exceg¢ao para
C. parapsilosis nas praias do Parana no inverno (p=0,03). Estes resultados apontam
para a importancia da utilizagdo de outros parametros microbiolégicos no
monitoramento da qualidade das praias uma vez que mostrou que certos patégenos
nao podem ser preditos pelo indicador convencional E. coli.

Foi observada uma incidéncia muito baixa de C. albicans no presente
trabalho, ja que esta espécie ocorreu em apenas duas das 144 amostras de areia e
em nenhuma amostra de agua. Resultados similares tém sido relatados por outros
autores. Sabino e colaboradores (2011) detectaram C. albicans em apenas 0,8%
das amostras de areia coletadas durante um periodo de cinco anos de 33 diferentes

praias de Portugal. Dentre as 292 amostras de areia e agua avaliadas de duas
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praias de Olinda, esta levedura foi recuperada de apenas uma amostra de areia
(LOUREIRO et al.,, 2005). Isto pode ter ocorrido porque C. albicans possui
sobrevivéncia limitada no ambiente, uma vez que nao é boa competidora e sofre
com os antagonismos microbianos (HAGLER & AHEARN, 1987).
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Tabela 9 — Espécies de leveduras isoladas em Chromagar-Candida a partir de amostras de agua e areia coletadas em praias dos estados do Rio de Janeiro e
Parana com as respectivas ocorréncias e contagens (densidades em UFC/100mL para as amostras de agua e em UFC/g para as amostras de areia).

Rio de Janeiro** Parana**
Ocorréncia Inverno Verao Inverno Veréo

Espécie* (nimero de - - - -

amostras) Areia Agua Areia Agua Areia Agua Areia Agua
Candida (Lodderomyces) parapsilosis 52 15(1.1-193.9) 9(4.0-16.0) 3(1.6-8.7) 4(4.0-8.0) 6 (0.8 - 6.9) 10 (4.0 - 36.0) 3(1.8) 2(4.0-36.0)
Rhodotorula mucilaginosa 51 19 (0.8-101.6) 10 (4.0 - 28.0) 3(8.0-52.0) 11(09-129) 5(4.0-12.0) 2(0.9) 1(4.0)
Meyerozyma guilliermondii 32 11(1.0-9.8) 3(4.0) 3(0.8-4.7) 1(4.0) 3(2.0-64.4) 5(0.9-8.1) 6(4.0-44.0)
Meyerozyma caribbica 28 8(0.9-51.8) 1(4.0) 8 (0.8 - 8.5) 2(4.0-8.0) 7 (0.8 -83.7) 1(4.0)
Wickerhamomyces anomalus 16 11 (1.0-10.4) 4(0.8-24) 1(1.0)
Candida (Lodderomyces) tropicalis 15 2(1.2-155.7) 6(0.8-127) 3(4.0-12.0) 2(0.8-1.7) 2(9.0-52.2)
Candida (Metschnikowia) intermedia 14 5(1.2-20.7) 1(32.0) 1(1.0) 1(4.0) 5(0.9-54) 1(4.0)
Kodamaea ohmeri 14 8(1.0-21.7) 2 (4.0) 1(4.0) 3(0.9-1.1)
Candida (Lodderomyces) metapsilosis 10 1(1.0) 2(0.8-3.1) 6(0.9-1.0) 1(8.0)
Candida (Lodderomyces) orthopsilosis 10 5(1.2-18.7) 1(8.0) 1(0.8) 1(4.0) 1(0.8) 1(4.0)
Aureobasidium pullulans 9 8(1.0-6.2) 1(1.7)
Candida (Metschnikowia) haemulonii 8 4 (4.0-56.0) 1(4.0) 1(0.8) 2 (4.0)
Cryptococcus (Bulleromyces) aureus 8 3(1.0-12.0) 3(0.9-15.2) 2 (4.0-16.0)
Debaryomyces nepalensis 8 8(1.0-113.1)
Rhodosporidium diobovatum 8 5(1.1-8.0) 3(0.8-5.2)
Lodderomyces elongisporus 7 5(1.2-18.9) 1(0.8) 1(0.9)
Trichosporon asahii 7 3(1.2-13.8) 1(4.0) 3(0.8-1.0)
Pichia kudriavzevii 6 3 (1.0 -48.0) 2(1.6-6.3) 1(1.1)
Candida (Metschnikowia) pseudointermedia 6 4 (0.9-9.6) 2 (4.0)
Candida (Pichia) pseudolambica 6 1(16.0) 2(1.0-34) 2 (4.0) 1(4.0)
Clavispora lusitaniae 6 2(1.2-17.2) 3(0.8-1.6) 1(0.9)
Pseudozyma hubeiensis 6 3(0.8-1.2) 1(4.0) 1(0.9) 1(4.0)
Candida catenulata 5 3(2-5.8) 1(4.0) 1(0.9)
Cryptococcus (Bulleromyces) laurentii 5 3(0.9-13.0) 1(1.2) 1(1.8)

* Espécies destacadas em vermelho correspondem a leveduras que apresentam alguma relevancia clinica, sendo consideradas patogénicas ou oportunistas.

** O primeiro numero representa o nimero de amostras em que a espécie ocorreu. Os valores entre parénteses mostram a variagao entre a menor e a maior contagem da espécie naquele tipo de amostra.
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Tabela 9 — Continuagéo.

Espécie*

Ocorréncia

(numero de
amostras)

Rio de Janeiro**

Parana**

Inverno

Verao

Inverno Verao

Areia

Agua Areia Agua

Areia

Agua Areia Agua

Rhodosporidium paludigenum
Trichosporon faecale

Candida (Metschnikowia) akabanensis
Cryptococcus (Bulleromyces) flavescens
Hanseniaspora uvarum

Trichosporon dermatis
Wickerhamomyces sydowiorum

Candida (Saturnispora) silvae

Candida (Yamadazyma) spencermartinsiae
Debaryomyces hansenii

Exophiala dermatitidis

Nakazawaea siamensis

Torulaspora delbruecki

Trichosporon coremiiforme

Trichosporon debeurmannianum
Ustilago spermophora

Yarrowia lipolytica

Candida (Lodderomyces) albicans

Candida (Yamadazyma) conglobata
Candida (Metschnikowia) duobushaemulonii

Candida (Kurtzmaniella) natalensis
Candida neorugosa

Candida (Meyerozyma) neustonensis
Candida (Barnettomyza) norvegica

Candida pararugosa

5

N N W W W W Ww wwwwws>dH>>dD>dD>pdp o

N

N D N NN

2(1.0-1.1)
1(1.0)
3(1.0-4.8)
1(1.1)
2(0.0 - 8.8)
1(3.6)
2(0.9-1.0)
1(15.2)

2(1.0-1.2)
1(2.1)

2 (4.4 -6.4)

3(1.2-4.8)

1(1.0)
1(0.8)

1(1.6)

1 (4.0)
2(0.8-24)

1(8.0)

1(4.0)

1(8.0)

1(1.0)

2 (4.0) 1(4.0)

2 (60.0)

1(1.1)
2(1.1)
2(1.1-24.1)

1(0.8) 1(4.0)

2(0.9-13.5)

2(12-1.7)

1(0.8)

1(0.8)

3(1.1-8.9)
3(1.1-3.0)
1(0.9)

1(5.4) 1(4.0)
1(12.0)
1(0.9)
1(11.7)
1 (4.0) 1(0.9)
2 (4.0 - 12.0)
1 (24.0) 1(0.9)
2(0.9-2.7)
2(8.0)

1 (4.0)
1(4.0)

1(34.2)

2(2.7-36)

* Espécies destacadas em vermelho correspondem a leveduras que apresentam alguma relevancia clinica, sendo consideradas patogénicas ou oportunistas.

** O primeiro numero representa o numero de amostras em que a espécie ocorreu. Os valores entre parénteses mostram a variagdo entre a menor e a maior contagem da espécie naquele tipo de amostra.
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Tabela 9 — Continuagéo.

Espécie*

Ocorréncia

(numero de
amostras)

Rio de Janeiro**

Parana**

Inverno

Verao Inverno Verao

Areia

Agua

Areia Agua Areia Agua Areia Agua

Candida phangngensis

Candida sorboxylosa

Candida suratensis
Hanseniaspora opuntiae
Kazachstania exigua
Wickerhamomyces onychis
Rhodotorula taiwanensis
Trichosporon montevideense
Trichosporon terricola
Wickerhamiella sp. 1
Wickerhamiella sp. 2
Bandoniozyma complexa
Barnettozyma californica

Candida blattae

Candida (Nakaseomyces) glabrata
Candida (Kazachstania) humilis
Candida mengyuniae

Candida (Yamadazyma) michaelii
Candida rugosa

Cryptococcus liquefaciens
Cryptococcus (Bulleromyces) rajasthanensis

Cyberlindnera fabianii
Debaryomyces fabryi
Hannaella luteola

Hanseniaspora occidentalis

2

N N N N N N N DN DNDN

1
1

1(8.0)
2(2.9-7.3)

1(2.0)
1(0.8)
2(1.0 - 2.4)

1(2.2)

1(1.2)

1(28.0)

1(36.0)
2 (4.0)

1(12.0)

1(8.0)

1(4.0)

1(8.0)

1(4.0) 1(1.8)

1(3.3) 1 (4.0)
1 (22.0)

2(2.0-3.3)
1(4.0)
1(0.8) 1(5.4)

1(1.1)

1 (4.0)
1 (4.0)

1(4.0)

1(0.8)

1(11.7)
1(2.0)
1(1.7)

1 (4.0)

* Espécies destacadas em vermelho correspondem a leveduras que apresentam alguma relevancia clinica, sendo consideradas patogénicas ou oportunistas.

** O primeiro numero representa o numero de amostras em que a espécie ocorreu. Os valores entre parénteses mostram a variagdo entre a menor e a maior contagem da espécie naquele tipo de amostra.



Tabela 9 — Continuagéo.

Espécie*

Ocorréncia

(numero de
amostras)

Rio de Janeiro**

Parana**

Inverno Verao

Inverno Verao

Areia Agua Areia Agua

Areia

Agua Areia Agua

Pichia terricola
Kluyveromyces marxianus
Kodamaea sp.

Lachancea kluyveri
Metschnikowia sp. 1
Metschnikowia sp. 2

Pichia kluyveri

Pichia norvegensis
Rhodotorula minuta
Sporidiobolus pararoseus
Sporobolomyces (Sporidiobolus) carnicolor
Sporobolomyces (Sporidiobolus) japonicus
Sporopachydermia lactativora
Trichosporon cacaoliposimilis
Trichosporon inkin
Trichosporon japonicum
Yamadazyma sp. 1
Yamadazyma sp. 2
Wickerhamiella sp. 3
Wickerhamiella sp. 4
Wickerhamomyces sp.

Zygoascus sp.

1
1
1

1
1

1(0.8)
1(2.2)

1(10.8)

1(1.0)

1 (8.0)
1(0.8)
1 (4.0)
1 (4.0)

1 (4.0)
1 (4.0)

1(4.0)

1(3.3)

1(1.0)

1(0.9)
1(0.8)
1(0.9)

1(4.0)

1(16.0)
1 (8.0)

12.7)

1(16.0)
1 (4.0)

* Espécies destacadas em vermelho correspondem a leveduras que apresentam alguma relevancia clinica, sendo consideradas patogénicas ou oportunistas.
** O primeiro numero representa o numero de amostras em que a espécie ocorreu. Os valores entre parénteses mostram a variagdo entre a menor e a maior contagem da espécie naquele tipo de amostra.
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5.5 — Isolamento e identificagdo de leveduras crescidas em agar mCA

Foram isoladas em agar mCA 74 leveduras (Tabela 10) com colénias marrons
tipicas de C. albicans (Figura 8). Buck e Bubucis (1978) propuseram o uso deste
meio seletivo e diferencial em um trabalho que avaliou a recuperacao de C. albicans
de aguas de rios, estuarios, mares e estacdes de tratamento de esgoto. Os autores
confirmaram 90% das coldnias tipicas como pertencentes a esta espécie e
observaram que dentre as colbnias falso-positivas, C. tropicalis e C. saitoana foram
as espécies mais comuns. Entretanto, no presente trabalho, apds a identificacao por
meio de sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA,
apenas trés isolados (4%) foram confirmados como C. albicans. Resultados
similares foram obtidos por Cook e Schlitzer (1981) ao utilizar o meio em questéo
com o objetivo de recuperar esta levedura de amostras de rios e esgotos. Embora a
maioria das colbnias crescidas no meio mCA tenham se assemelhado as de C.
albicans, os autores confirmaram como pertencentes a tal espécie apenas 3% dos
isolados a partir das aguas de rios e 8% dos isolados a partir de efluentes de esgoto.
Hagler e Mendonga-Hagler (1981) também nao obtiveram éxito na tentativa de isolar
C. albicans em agar mCA a partir de aguas marinhas e estuarinas com diferentes

niveis de poluicdo no estado do Rio de Janeiro.

Tabela 10 - Numero de leveduras isoladas em meio dgar mCA

Numero de leveduras isoladas em agar mCA

Rio de Janeiro Parana
Inverno Verao Inverno Verao TOTAL
Areia 21 9 20 8 58
Agua 1 4 6 5 16
TOTAL: 74

Apesar de mCA ter sido sugerido como um meio seletivo para C. albicans
com incubacgao a 37°C, no presente trabalho foram isoladas neste meio outras 25
espécies pertencentes a 11 géneros (Tabela 11). Assim, pode-se inferir que o agar
mCA possui restricbes quanto a proposta inicial de seletividade para C. albicans.
Uma opgao que ajudaria a reduzir o isolamento de leveduras pertencentes a outras

espécies seria aumentar a temperatura de incubagao para 42°C.
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FIGURA 8 — Colonias de leveduras crescidas sobre membranas de nitrocelulose utilizando o meio mCA durante
0 processo de isolamento.

Candida tropicalis, L. elongisporus, M. gquilliermondii, Hortaea werneckii,
Exophiala spinifera, T. asahii e Yarrowia lipolytica foram algumas das leveduras
oportunistas identificadas além de C. albicans no meio mCA (Tabela 11). As
especies C. tropicalis, M. guilliermondii e T. asahii tém sido associadas a infec¢des
fungicas invasivas (MICELI, 2011). L. elongisporus foi descrito como causa de
infeccdes nosocomiais em oito pacientes do México e dois da Asia (LOCKHART et
al., 2008). E. spinifera € um fungo raro que causa cromoblastomicose ou diferentes
tipos de feohifomicose e tem sido relatado como causa de doencgas ndo apenas em
pacientes imunossuprimidos, mas também em imunocompetentes (SINGH et al.,
2012). H. werneckii € descrito como agente causador de uma dermatomicose
conhecida como Tinea negra que se localiza nas palmas das mé&os e na planta dos
pés e se caracteriza pela presenga de maculas pigmentadas, marrons ou pretas
(SAUNTE et al., 2011). Y. lipolytica tem sido ocasionalmente isolada de amostras
clinicas, sendo considerada um patogeno emergente (GROENEWALD et al., 2013).
A variedade de possiveis enfermidades causadas por leveduras identificadas no
presente trabalho aponta para um risco potencial a saude dos banhistas que

mantém contato direto com as aguas e areias das praias analisadas.
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Tabela 11 — Espécies de leveduras isoladas em agar mCA a partir de amostras de agua e areia coletadas em praias dos estados do Rio de Janeiro e Parana com
as respectivas ocorréncias e contagens (densidades em UFC/100mL para as amostras de agua e em UFC/g para as amostras de areia).

Espécie

Meyerozyma guilliermondii

Candida (Lodderomyces) tropicalis
Meyerozyma caribbica

Yarrowia lipolytica

Candida (Ogataea) cylindracea
Candida (Lodderomyces) albicans
Lodderomyces elongisporus
Candida phangnensis

Candida (Nakazawaea) pomicola - similar
Exophiala spinifera

Hortaea werneckii

Candida blankii

Candida (Ogataea) boidinii

Candida (Wickerhamiella) infanticola
Candida nonsorbophila - similar
Candida (Sugiyamaella) polysorbophila
Candida (Wickerhamiella) sorbophila
Candida (Lodderomyces) viswanathii
Exophiala alcalophila

Hanseniaspora sp. 1

Hanseniaspora sp. 2

Hanseniaspora uvarum
Rhodosporidium diobovatum
Sporidiobolus ruineniae
Trichosporon asabhii

Wickerhamomyces onychis

Ocorréncia
(numero de
amostras)

15
13

©

N N N N W w »~ O

1
1

Rio de Janeiro**

Inverno Verao
Areia Agua Areia
12 (0.8 - 44.6) 1(0.8)
2(1.2-21) 3(0.8-3.9)
1(3.6) 4(0.8-87)
3(2.1-138)
1(1.0) 1(8.0)
1(1.0)
1(1.0)
1(0.8)

Agua

2 (4.0)
1(4.0)

1(4.0)

Inverno

Areia
1(2.5)
2(0.9-34)
2(0.9)
2(1.0-3.4)
1(7.7)

1(0.9)
1(1.7)

2(1.7)
1(3.7)

1(0.9)

1(0.9)

1(2.2)

1(0.9)

1(1.1)
1(0.8)

1(0.9)

Parana**

Agua

1(4.0)

1(4.0)

1(4.0)

1(1.0)

1(16.0)

1(12.0)

Verao

Areia Agua

1(63.0)

3(0.9-
5.7) 1(4.0)
1(4.0)

1(4.5)
2 (4.0)

1(0.9)
1(20.0)

1(0.9)

12.7)

* Espécies destacadas em vermelho correspondem a leveduras que apresentam alguma relevancia clinica, sendo consideradas patogénicas ou oportunistas.
** O primeiro numero representa o nimero de amostras em que a espécie ocorreu. Os valores entre parénteses mostram a variagao entre a menor e a maior contagem da espécie naquele tipo de amostra.
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5.6 — Teste de sensibilidade de leveduras oportunistas a antifungicos

Cento e quarenta e quatro leveduras foram submetidas aos testes de
susceptibilidade aos antifungicos fluconazol e itraconazol (Tabela 12). No geral, 16
(11%) linhagens foram resistentes ao fluconazol e 19 (13%) ao itraconazol. Além
disso, 21 (15%) leveduras apresentaram sensibilidade dose-dependente ao
fluconazol e 47 (33%) ao itraconazol. Ja para a anfotericina B, foram determinadas
as concentragdes inibitorias minimas para 137 leveduras (Tabela 12). Embora a
maioria tenha sido sensivel a esta droga, um numero consideravel de isolados (29)
apresentou resisténcia. A diferenca entre os numeros de isolados avaliados para
cada droga ocorreu devido ao nao crescimento de algumas linhagens durante a

realizacao dos testes.

Tabela 12 - Resultado geral dos testes de susceptibilidade a antifungicos

Testados Sensiveis Dose-dependentes Resistentes
Fluconazol 144 107 (74%) 21 (15%) 16 (11%)
Itraconazol 144 78 (54%) 47 (33%) 19 (13%)
Anfotericina B 137 108 (79%) NA* 29 (21%)

*NA - ndo se aplica

Existem poucos trabalhos que testam a atividade de drogas antifungicas em
relacdo a leveduras isoladas a partir de amostras ambientais. Branddo e
colaboradores (2010) caracterizaram as comunidades de leveduras com
crescimento a 37°C presentes em trés corpos d’agua do municipio de Lagoa Santa,
Minas Gerais, e avaliaram o perfil de susceptibilidade aos antifungicos das mesmas.
Dentre as 175 leveduras isoladas, cinco (3%) apresentaram resisténcia ao
fluconazol, 35 (20%) ao itraconazol e 38 (22%) a anfotericina B. Medeiros e
colaboradores (2008), também avaliaram a sensibilidade a drogas antifungicas de 68
leveduras isoladas a partir de amostras de sedimentos e aguas de lagos e rios do
sudeste do Brasil. A maioria das leveduras testadas foi sensivel ao fluconazol e a
anfotericina B. Em relag&o ao itraconazol, 50% das leveduras foram resistentes e o
restante apresentou sensibilidade dose-dependente.

As leveduras avaliadas no presente trabalho com relagdo a susceptibilidade
aos antifungicos compreenderam 34 diferentes espécies (Tabela 13). Estas ultimas

foram selecionadas ou por possuirem relatos clinicos na literatura ou por ja terem
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sido isoladas a partir de fontes humanas. Vale salientar que em todos os casos
foram utilizados os métodos e valores de referéncia sugeridos para Candida spp.
(CLSI, 2008), uma vez que nao ha testes padronizados para as espécies
pertencentes aos outros géneros.

Todas as quatro linhagens de A. pullulans avaliadas foram sensiveis ao
itraconazol e a anfotericina B. Trés destas apresentaram dose-dependéncia em
relagdo ao fluconazol, enquanto uma foi resistente. Como sio raros 0s casos
clinicos envolvendo A. pullulans, existem poucos estudos abordando a
susceptibilidade deste fungo aos antifungicos. No geral, os trabalhos apontam para
uma boa eficiéncia das drogas anfotericina B, fluconazol, cetoconazol, itraconazol e
flucitosina (PANDA et al., 2006).

Apesar de C. albicans ser conhecida por apresentar relativa sensibilidade as
drogas azolicas e poliénicas, dentre as cinco linhagens testadas, duas foram
resistentes ao itraconazol, sendo que uma destas foi também resistente ao
fluconazol. Entretanto, todas foram sensiveis a anfotericina B (KRCMERY &
BARNES, 2002). Os resultados encontrados foram similares aos observados em
outros trabalhos. Em uma avaliagdo do perfil de susceptibilidade a antifungicos de
espécies de Candida isoladas em um hospital publico terciario de Botucatu, Sao
Paulo, dentre 70 linhagens de C. albicans testadas, poucas apresentaram
resisténcia ao fluconazol e/ou ao itraconazol, e todas foram sensiveis a anfotericina
B (BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010). Em outro estudo realizado no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, todas as 56
linhagens de C. albicans avaliadas foram sensiveis ao fluconazol e a anfotericina B,
enquanto uma linhagem foi resistente e seis dose-dependentes ao itraconazol
(MOTTA et al., 2010). Sardi e colaboradores (2013), ao avaliarem a sensibilidade a
antifungicos de 45 isolados clinicos de C. albicans, observaram que apenas quatro
foram resistentes a anfotericina B e cinco ao fluconazol.

As espécies ndo albicans de Candida apresentaram variados perfis de
susceptibilidade aos antifungicos. Todas as linhagens avaliadas de C. catenulata (3),
C. glabrata (1), C. metapsilosis (1), C. neorugosa (2), C. orthopsilosis (6), C.
parapsilosis (9) e C. pararugosa (1) foram sensiveis as drogas testadas. As quatro
linhagens de C. cylindracea isoladas no presente trabalho foram resistentes a

anfotericina B, sendo que trés destas apresentaram também sensibilidade dose-
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dependente ao fluconazol. Além disso, uma foi, a0 mesmo tempo, resistente a
anfotericina B e dose-dependente ao itraconazol.

Uma dentre as duas linhagens de C. haemulonii testadas apresentou
resisténcia aos trés antifungicos, enquanto a outra foi dose-dependente ao
itraconazol. O unico isolado obtido de C. duobushaemulonii apresentou resisténcia a
anfotericina B. C. haemulonii e C. duobushaemulonii sdo espécies consideradas
multirresistentes a drogas antifungicas, estando associadas também com falhas
terapéuticas (CENDEJAS-BUENO et al., 2012).

Em relacdo a C. tropicalis, foi possivel observar um alto indice de resisténcia
aos antifungicos azolicos. Dentre as 17 linhagens avaliadas, uma foi resistente a
todas as trés drogas testadas, oito ao fluconazol e itraconazol simultaneamente e
uma ao itraconazol e a anfotericina B. Existem muitos trabalhos envolvendo
linhagens provenientes de amostras clinicas que mostram uma relativa sensibilidade
de C. tropicalis aos agentes azodlicos e a anfotericina B (PFALLER et al., 2007;
NUCCI & COLOMBO, 2007). Entretanto, no trabalho de Medeiros e colaboradores
(2008) com leveduras isoladas a partir de aguas e sedimentos de lagos e rios, os
cinco isolados desta espécie foram resistentes ou dose-dependentes a todas as
drogas testadas.

O género Meyerozyma inclui duas espécies: M. guilliermondii e M. caribbica
(C. fermentati). Estas espécies embora sejam geneticamente heterogéneas,
apresentam fendtipos indistinguiveis. No geral, estas leveduras mostram uma
sensibilidade diminuida ao fluconazol quando comparadas a C. albicans. Casos de
linhagens dose-dependentes ao itraconazol ja foram observados. Embora estas
espécies sejam intrinsicamente menos sensiveis a anfotericina B que outras
Candida oportunistas, a maioria das linhagens apresenta sensibilidade a este
antifungico (SAVINI et al.,, 2011). No presente trabalho foram testadas sete
linhagens de M. caribbica e 20 linhagens de M. guilliermondii. Seis isolados de M.
caribbica e 15 de M. guilliermondii apresentaram sensibilidade dose-dependente ao
itraconazol. Dentre estas, dois isolados de M. caribbica e quatro de M. guilliermondii
foram também dose-dependentes ao fluconazol. Apenas uma linhagem de M.
caribbica e uma de M. guilliermondii apresentaram resisténcia a anfotericina B. Estes
resultados estdo de acordo com o perfil de susceptibilidade sugerido por Savini e

colaboradores (2011) para estas leveduras.
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Quanto a R. mucilaginosa, dentre as nove linhagens avaliadas, apenas uma
foi sensivel a todos os agentes antifungicos testados. As demais linhagens
apresentaram sensibilidade reduzida as drogas azolicas. No trabalho de Medeiros e
colaboradores (2008), dentre as quatro leveduras pertencentes a espécie R.
mucilaginosa testadas quanto a sensibilidade a diferentes antifungicos, trés foram
resistentes ao fluconazol e trés ao itraconazol. Segundo Pfaller e colaboradores
(2007), como esta levedura é frequentemente considerada resistente aos agentes
azédlicos, a droga de escolha para tratamento de enfermidades causadas pela
mesma é a anfotericina B.

Foram testados oito isolados de T. asahii, dentre os quais seis foram
resistentes a anfotericina B, quatro dose-dependentes ao itraconazol e todos
sensiveis ao fluconazol. De um modo geral, os antifungicos azélicos parecem ser
mais ativos contra T. asahii do que a anfotericina B (PAPHITOU et al., 2002; RUAN
et al., 2009; GUO et al., 2011). Arikan e Hascelik (2002) ao testarem 43 isolados
clinicos desta espécie quanto a susceptibilidade a estes antifungicos, também
encontraram elevados valores de CIMs para a anfotericiha B e moderada
susceptibilidade ao fluconazol e itraconazol.

Todas as seis linhagens de Y. lipolytica testadas foram resistentes a
anfotericina B e sensiveis ao fluconazol. Dentre estas, quatro foram dose-
dependentes ao itraconazol. Os poucos dados disponiveis na literatura a respeito da
susceptibilidade aos antifungicos para Y. lipolytica indicam uma prevaléncia de
linhagens sensiveis a anfotericina B e ao fluconazol (BARCHIESI et al., 1999;
D’ANTONIO et al.,, 2002; PFALLER et al., 2007). Entretanto, Diekema e
colaboradores (2009) observaram um elevado indice de resisténcia a anfotericina B
dentre isolados clinicos.

No geral, apenas 56 (39%) leveduras foram sensiveis a todas as drogas
testadas. As demais foram resistentes ou apresentaram sensibilidade dose-
dependente a pelo menos uma droga avaliada. Embora seja dificil avaliar o risco
associado aos banhistas que frequentam as praias analisadas no presente trabalho,
a presenga de linhagens de leveduras oportunistas com diferentes perfis de
resisténcia aos antifungicos testados sugere um risco, principalmente para

individuos com algum comprometimento imunoldgico.
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Tabela 13 — Concentragao inibitéria minima dos antifungicos fluconazol, itraconazol e anfotericina B para
leveduras associadas a humanos e producao de proteinase por estas ultimas.

Fluconazol* Itraconazol* Anfotericina B*

Espécie Isolado CIM (ug/mL)  CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) Proteinase**
Aureobasidium pullulans ECB1S.3 16 0.125 ND*** 1+
Aureobasidium pullulans ECB3S.2 16 0.125 ND -
Aureobasidium pullulans EIATM.4 16 0.0625 ND -
Aureobasidium pullulans EIC3S.5 64 0.0625 1 -
Candida albicans BP1S.12 0.5 0.03125 0.5 2+
Candida albicans CM1A.1 0.5 0.03125 1 2+
Candida albicans EIA3M.5 0.25 >16 1 2+
Candida albicans FIA3M.1 0.5 0.0625 1 2+
Candida albicans PHM3.1 >64 >16 1 2+
Candida catenulata BF1M.3 4 0.03125 0.5 2+
Candida catenulata ECC3A.7 2 0.0156 0.5 2+
Candida catenulata EIB3S.6 0.5 0.03125 0.0625 -
Candida cylindracea CP1S.6 16 0.125 4 1+
Candida cylindracea CP2A.2 16 0.25 8 2+
Candida cylindracea FIA2A.1 16 0.125 2 -
Candida cylindracea FIC1S.4 8 0.125 4 2+
Candida duobushaemulonii ECC2A.7 8 0.125 2 -
Candida glabrata ECA2A.8 2 0.0625 0.125 2+
Candida haemulonii BM3M.2 8 0.5 1 -
Candida haemulonii ECC1A.4 64 16 2 2+
Candida infanticola CF2A.1 4 0.25 0.5 2+
Candida metapsilosis HCB1S.4 1 0.0625 0.5 -
Candida neorugosa BF3I.2 4 0.125 0.5 -
Candida neorugosa BS1M.2 4 0.125 1 -
Candida orthopsilosis BI1S.7 4 0.125 0.5 1+
Candida orthopsilosis ECA1S.7 0.5 0.0625 0.03125 2+
Candida orthopsilosis EICTM.1 0.5 0.0625 0.125 -
Candida orthopsilosis EIC1S.11 1 0.0625 0.0156 -
Candida orthopsilosis HCC1S.5 0.5 0.03125 0.125 -
Candida orthopsilosis HCC3A.4 2 0.0625 0.03125 -
Candida parapsilosis BP2A.1 1 0.0625 1 1+
Candida parapsilosis ECC3S.8 0.5 0.03125 1 1+
Candida parapsilosis EIA3A.3 0.5 0.03125 1 1+
Candida parapsilosis EIB1S.4 0.5 0.03125 0.125 -
Candida parapsilosis HCB2A.1 0.5 0.03125 0.0625 -
Candida parapsilosis HCC3A.2 0.25 0.03125 0.03125 -
Candida parapsilosis HIC1M.2 0.25 0.03125 0.0625 2+
Candida parapsilosis LHC3.1 0.25 0.03125 0.125 -
Candida parapsilosis PSsC3.2 0.25 0.03125 0.125 -
Candida pararugosa SSsC3.3 0.25 0.03125 0.0625 -
Candida tropicalis BF1S.4 4 16 2 -
Candida tropicalis BI1S.2 64 16 2 -
Candida tropicalis ClMM.1 4 0.125 2 -
Candida tropicalis Cl1S.1 0.5 0.03125 1 1+
Candida tropicalis EIC3M.6 64 16 0.125 -
Candida tropicalis FCC3s.7 >64 >16 1 -
Candida tropicalis FIC3S.1 >64 4 1 1+
Candida tropicalis HCC1S.2a 8 0.0625 0.25 -
Candida tropicalis HCC1S.2b 0.5 >16 1 1+

* Os valores de CIM destacados por coloragao cinza claro correspondem a valores considerados de sensibilidade dose-dependente
para a droga em quest&o. Ja os valores destacados por coloragdo cinza escuro correspondem a valores considerados de resisténcia
para a droga em questdo. ** O sinal negativo representa auséncia de producdo de proteinase. Halo entre 1 e 2mm corresponde a
produgdo 1+, halo >3mm corresponde a produgéo 2+. *** ND — ndo determinado.
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Tabela 13 — Continuagao

s Fluconazol* Itraconazol* Anfotericina B* . "
Espécie Isolado CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) Proteinase
Candida tropicalis ICB1S.1 >64 >16 1 -
Candida tropicalis ICC18.2 0.5 0.03125 1 2+
Candida tropicalis ICC3M.1 0.5 0.03125 0.125 -
Candida tropicalis IIA3A.1 >64 >16 1 -
Candida tropicalis lIB1A.1 >64 >16 1 -
Candida tropicalis ISsC3.1 0.25 0.03125 0.0625 2+
Candida tropicalis ISsM3.2 >64 >16 1 -
Candida tropicalis LHMS3.1 >64 >16 1 -
Candida viswanathii PSnM2.1 8 0.25 1 1+
Clavispora lusitaniae EIB1S.7 2 0.25 0.125 2+
Clavispora lusitaniae HIB1S.5 1 0.5 0.5 -
Clavispora lusitaniae HIC3M.6 0.5 0.125 1 -
Cryptococcus laurentii BS3I.1 2 0.125 0.25 -
Cryptococcus laurentii EIB3S.8 4 0.03125 0.0156 -
Cryptococcus laurentii SSsC3.2 2 0.0625 0.03125 2+
Debaryomyces fabryi BP1M.6 0.25 0.25 2 -
Debaryomyces hansenii BP2A.5 0.5 0.125 2 2+
Exophiala dermatitidis ECB1I.3 4 0.03125 0.25 -
Exophiala dermatitidis HCC11.2 ND ND ND -
Exophiala spinifera CP1S.5 32 0.125 ND -
Exophiala spinifera CS3s.1 32 0.125 ND -
Hortaea werneckii CM1M.3 16 0.03125 ND ND
Kodamaea ohmeri BI1M.5 2 0.125 1 2+
Kodamaea ohmeri BP11.4 4 0.125 0.5 2+
Kodamaea ohmeri ECC3S.6 4 0.25 0.5 2+
Kodamaea ohmeri EIC3M.7 8 0.25 1 2+
Kodamaea ohmeri HIA3A.1 4 0.125 8 2+
Lodderomyces elongisporus CP1S.3 0.25 0.125 0.25 -
Lodderomyces elongisporus  ECA1S.6 1 0.0625 ND -
Lodderomyces elongisporus ECC1S.5 2 0.5 2 -
Lodderomyces elongisporus EIB3S.2 1 0.125 1 1+
Lodderomyces elongisporus  EIC3M.10 0.125 0.03125 0.0156 -
Lodderomyces elongisporus FIB3S.2 ND ND ND 2+
Lodderomyces elongisporus ~ HIC3M.1 ND ND 0.5 -
Lodderomyces elongisporus ICC3A.1 0.5 0.0625 0.5 -
Meyerozyma caribbica CP1S.4 4 0.25 0.5 -
Meyerozyma caribbica CP3S.2 16 0.5 2 -
Meyerozyma caribbica ICC1S.1 8 0.5 1 -
Meyerozyma caribbica HA1A1 8 0.5 1 2+
Meyerozyma caribbica 11B1S.1 16 1 1 -
Meyerozyma caribbica lc1s.1 8 0.5 1 -
Meyerozyma caribbica l1C3s.1 8 0.5 0.5 -
Meyerozyma guilliermondii BP3S.5 8 0.25 0.5 2+
Meyerozyma guilliermondii BS3S.2 8 0.5 0.5 -
Meyerozyma qguilliermondii Cl18.2 8 0.5 1 -
Meyerozyma guilliermondiii FCA1TM.1 2 0.125 0.25 2+
Meyerozyma guilliermondiii FCB1M.1 8 0.5 0.25 1+
Meyerozyma guilliermondii FCB1S.1 8 1 1 -
Meyerozyma guilliermondiii FCB3S.1 16 0.5 1 2+

* Os valores de CIM destacados por coloragao cinza claro correspondem a valores considerados de sensibilidade dose-dependente
para a droga em quest&o. Ja os valores destacados por coloragdo cinza escuro correspondem a valores considerados de resisténcia
para a droga em questdo. ** O sinal negativo representa auséncia de producdo de proteinase. Halo entre 1 e 2mm corresponde a
produgdo 1+, halo >3mm corresponde a produgéo 2+. *** ND — ndo determinado.
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Tabela 13 — Continuagao

Fluconazol* Itraconazol* Anfotericina B*

Espécie Isolado CIM (ug/mL)  CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) Proteinase**
Meyerozyma guilliermondii FCC1S.2 16 2 1 2+
Meyerozyma guilliermondii FCC3S.1 8 0.5 0.5 ND
Meyerozyma guilliermondiii FIB1S.1 2 0.25 0.5 2+
Meyerozyma guilliermondiii FIB1S.3 0.5 0.0625 0.0625 2+
Meyerozyma guilliermondii FIB1S.4 2 0.25 0.125 -
Meyerozyma guilliermondii FIB3S.1 8 0.25 1 -
Meyerozyma guilliermondii FIB3S.2 0.25 0.125 0.5 ND
Meyerozyma guilliermondii FIC1M.1 4 0.25 1 -
Meyerozyma guilliermondii FIC1S.2 4 0.25 2 2+
Meyerozyma guilliermondiii FIC3M.1 16 0.5 0.5 -
Meyerozyma guilliermondiii FIC3S.2 8 0.25 1 -
Meyerozyma guilliermondiii ICB1M.1 16 0.5 0.5 2+
Meyerozyma guilliermondiii ISsM3.1 16 0.5 1 2+
Pichia kudriavzevii BS1M.3 8 0.25 2 2+
Pichia kudriavzevii EIC3M.3 6 0.0625 0.25 2+
Pichia kudriavzevii HCB1M.1 16 0.125 0.5 2+
Rhodotorula mucilaginosa BI1S.3 64 1 0.5 -
Rhodotorula mucilaginosa BP3A.5 64 0.5 0.03125 -
Rhodotorula mucilaginosa BP3S.2 0.125 0.03125 0.0156 -
Rhodotorula mucilaginosa ECB3S.1 64 0.25 0.125 -
Rhodotorula mucilaginosa ECC1S.3 64 0.0625 1 -
Rhodotorula mucilaginosa HCC1A.2 32 1 0.125 -
Rhodotorula mucilaginosa HCC2A.1 32 2 0.0156 -
Rhodotorula mucilaginosa LHC2.2 16 0.5 0.03125 -
Rhodotorula mucilaginosa SSnC2.1 16 0.25 0.125 -
Trichosporon asahii BF1S.1 4 0.25 4 -
Trichosporon asahii BP1M.7 4 0.125 2 -
Trichosporon asahii BP1S.14 4 0.25 2 -
Trichosporon asahii ECA1S.9 0.5 0.125 ND -
Trichosporon asahii ECC1S.9 4 0.25 4 -
Trichosporon asahii EIA2A.3 4 0.125 0.5 -
Trichosporon asahii EIB3S.7 2 0.125 16 -
Trichosporon asahii ISnM3.2 4 0.25 2 -
Trichosporon dermatis ECB11.4 2 0.0625 0.125 -
Trichosporon dermatis HCC1A.1 2 0.0625 0.0625 -
Trichosporon inkin HCB2A.5 1 0.03125 0.125 -
Wickerhamomyces anomalus  BP1M.8 4 0.25 0.5 2+
Wickerhamomyces anomalus  ECB1S.2 4 0.25 0.0625 -
Wickerhamomyces anomalus  EIC3S.2 2 0.03125 0.0156 ND
Wickerhamomyces anomalus  HCC1S.4 4 0.125 0.0156 2+
Wickerhamomyces anomalus  HIB1S.4 4 0.25 0.0625 2+
Wickerhamomyces onychis CS1S.1 0.25 0.03125 2 -
Wickerhamomyces onychis EIB2A.3 2 0.125 0.0625 -
Yarrowia lipolytica BP1M.5 ND ND ND 2+
Yarrowia lipolytica CP1M.1 4 0.25 2 2+
Yarrowia lipolytica CP1S.1 8 0.25 2 2+
Yarrowia lipolytica FCB1S.3 4 0.0625 2 -
Yarrowia lipolytica FCC1S.1 4 0.5 2 2+
Yarrowia lipolytica FCC3S.2 4 0.5 2 1+
Yarrowia lipolytica FIC1S.1 0.25 0.125 2 -

* Os valores de CIM destacados por coloragao cinza claro correspondem a valores considerados de sensibilidade dose-dependente
para a droga em questdo. Ja os valores destacados por coloragéo cinza escuro correspondem a valores considerados de resisténcia
para a droga em questdo. ** O sinal negativo representa auséncia de producdo de proteinase. Halo entre 1 e 2mm corresponde a
produgéo 1+, halo >3mm corresponde a produgéo 2+. *** ND — ndo determinado.

73



5.7 — Pesquisa de fatores de viruléncia

5.7.1 — Testes de producao de proteinase por leveduras oportunistas

Foram testadas quanto a produgado de proteinase 144 leveduras (Figura 9).
No geral, as espécies e linhagens avaliadas foram as mesmas submetidas aos
testes de susceptibilidade aos agentes antifungicos (Tabela 13). Cinquenta e oito
linhagens (40%) apresentaram formacao de halo em meio contendo albumina de

soro bovino, sendo assim consideradas positivas.

FIGURA 9 - Teste de produgdo de proteinase por leveduras isoladas a partir de amostras de agua e areia de
praias dos estados do Rio de Janeiro e Parana. Linhagens no sentido horario: a) ECC3S.8 = Candida
parapsilosis; BP1S.12 = C. albicans; HCB2A.5 = Trichosporon inkin; HIC3M.1 = Lodderomyces elongisporus; b)
CF2A.1 = C. infanticola; CI1S.2 = Meyerozyma guilliermondii; EIA3A.3 = C. parapsilosis; EIB3S.7 = T. asabhii; c)
CP1S.1 = Yarrowia lipolytica; CP1S.2 = C. phangnensis; CM1A.1 = C. albicans; FIB3S.1 = M. guilliermondii.

A producéo de proteinase foi observada em todas as linhagens testadas de C.
albicans (5) e P. kudriavzevii (3). Aléem disso, dez dentre as 18 linhagens de M.
guilliermondii testadas e cinco dentre as 17 de C. tropicalis apresentaram atividade
proteolitica. Em relagdo a C. parapsilosis, apenas quatro dentre as nove linhagens
testadas foram capazes de degradar a albumina formando halo no meio de cultivo.
Outras espécies de Candida que também apresentaram linhagens produtoras de
proteinase foram: C. catenulata (2), C. cylindracea (3). C. glabrata (1), C. haemulonii
(1), C. infanticola (1), C. orthopsilosis (2) e C. viswanathii (1). Ja as linhagens de C.
duobushaemulonii (1), C. metapsilosis (1) e C. neorugosa (2) foram todas negativas.

Os resultados dos testes de produgdo de proteinase para Candida spp.
parecem variar muito entre linhagens de uma mesma espécie. Junqueira e
colaboradores (2012) avaliaram a atividade enzimatica de leveduras isoladas a partir

da cavidade oral de pacientes HIV positivos. Os autores observaram a producgao de

74



proteinase por todas as linhagens de C. albicans (33) e C. parapsilosis (5) testadas.
Ja as linhagens de C. glabrata (10), C. krusei (2), C. tropicalis (4), C. lusitaniae (1),
C. guilliemondii (1), K. ohmeri (1) e T. mucoides (2) ndo apresentaram esta atividade.
Em outro trabalho envolvendo 95 linhagens de Candida isoladas a partir de
diferentes amostras clinicas, apenas um isolado de C. lypolitica nao apresentou
atividade proteolitica. Todas as demais linhagens testadas pertencentes as espécies
C. albicans (46), C. krusei (3), C. glabrata (9), C. parapsilosis (11), C. guilliemondii
(5) e C tropicalis (16) foram consideradas positivas (PANIZO et al., 2005). Um menor
percentual de linhagens de C. albicans produtoras de proteinase foi observado em
um trabalho com leveduras isoladas a partir de diferentes locais anatébmicos de
individuos saudaveis. Dentre os 81 isolados testados apenas 46 (57%) exibiram esta
atividade enzimatica (OKSUZ et al., 2007).

Nenhum dos fungos testados pertencentes aos géneros Exophiala (4) e
Trichosporon (11) exibiram atividade proteolitica. Além disso, as nove linhagens de
R. mucilaginosa testadas também apresentaram resultado negativo para a produgéo
de proteinase. Estes resultados sao corroborados por trabalhos existentes na
literatura. Em um estudo com 48 linhagens de T . asahii isoladas a partir de
amostras clinicas coletadas de pacientes hospitalizados, ndo foi detectada a
producéo de proteinase em nenhum isolado (DAG & CERIKCIOGLU, 2006). Quanto
a espécie R. mucilaginosa, durante uma investigacdo do perfil de atividade
enzimatica extracelular de leveduras isoladas de diferentes locais de uma floresta
tropical no Brasil, ndo houve linhagens produtoras desta enzima (BUZZINI &
MARTINI, 2002).

As proteinases podem exercer varias fungdes durante o processo de infeccéo
fungica como a simples digestdo de moléculas para a aquisicdo de nutrientes; a
geracéo de danos as membranas das células do hospedeiro facilitando a adeséo e a
invasdo do tecido; e a digestdo de componentes do sistema imune do hospedeiro
evitando uma resposta antimicrobiana. Assim, maiores atividades proteoliticas
frequentemente sdo associadas a linhagens de leveduras mais virulentas (NAGLIK
et al., 2003). A deteccédo destas atividades em algumas das leveduras isoladas a
partir das amostras de areia e agua das praias estudadas possivelmente implica em
um maior potencial patogénico das mesmas. Além disso, é importante ressaltar que

muitas linhagens que foram consideradas produtoras de proteinase no presente
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trabalho também exibiram uma sensibilidade reduzida aos antifungicos testados,
como foi o caso, por exemplo, do isolado de C. haemulonii (ECC1A.4) que além de
ser resistente ao fluconazol, ao itraconazol e a anfotericina B também apresentou

uma proeminente producao de proteinase.
5.7.2 —Adesao a células epiteliais bucais de leveduras oportunistas

Dentre as 29 leveduras testadas quanto a capacidade de aderir as células
epiteliais bucais (CEBs) encontram-se as seguintes espécies: C. albicans (5
isolados), C. infanticola (1), C. orthopsilosis (1), C. parapsilosis (4), C. tropicalis (6),
E. spinifera (1), K. ohmeri (1), L. elongisporus (5), M. guilliermondii (2) e T. asabhii (3).
Estas leveduras foram escolhidas pelos mesmos critérios utilizados nos
experimentos anteriores, ou por serem consideradas oportunistas ou por terem sido
isoladas de fontes humanas. Os testes de adesdo para as demais leveduras
oportunistas isoladas no presente trabalho seréo realizados futuramente. A Tabela
14 mostra os resultados obtidos para este teste.

As espécies que menos aderiram as CEBs foram E. spinifera e T. asahii com
médias de 1 e 3 leveduras aderidas a cada 50 CEBs, respectivamente. Ja as
espécies que apresentaram maiores indices de adeséo foram C. albicans (Figura
10), com uma média de 146 leveduras aderidas a cada 50 CEBs, e K. ohmeri, com
286 leveduras aderidas a cada 50 CEBs. A maioria dos estudos tem mostrado que
linhagens de C. albicans sao mais propensas a adesdo as CEBs que outras
espécies oportunistas de Candida (BIASOLI et al., 2002; LYON & RESENDE, 2007;
COSTA et al., 2010). Nao foi encontrado nenhum trabalho abordando a adesao de
linhagens de K. ohmeri a CEBs. A maior habilidade de adesédo de uma determinada
espécie de levedura quando comparada a outras pode estar diretamente relacionada
a uma maior viruléncia (COSTA et al., 2010).

Sabe-se que a adesao as células epiteliais do hospedeiro é uma etapa critica
no processo de infeccao por espécies de Candida e outras leveduras oportunistas,
sendo essencial tanto para a colonizacdo quanto para a indugdo subsequente da
doenca. Além disso, a colonizagcdo das superficies mucosas € um conhecido fator de
risco para candidiase disseminada (MARR et al., 2000; TAKESUE et al., 2004).
Portanto, elevados numeros de leveduras aderidas as células epiteliais, como os

observados no presente trabalho, podem estar associados a linhagens
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potencialmente mais aptas ao desenvolvimento de infeccbes no hospedeiro, o que
aumenta o risco dos individuos expostos a estes micro-organismos em adquirir

doencas.

Tabela 14 - Adesao de leveduras isoladas de amostras de agua e areia de praias dos estados do Rio
de Janeiro e Parana.

Espécie Isolado Totzjﬂ de leveduras Porcentagem de CEB
aderidas em 50 CEB com levedura(s)
Candida albicans BP1S.12 150 74%
Candida albicans CM1A.1 170 70%
Candida albicans EIA3M.5 198 84%
Candida albicans FIA3M.1 95 70%
Candida albicans PHM3.1 115 64%
Candida infanticola CF2AA1 6 8%
Candida orthopsilosis BI1S.7 10 18%
Candida parapsilosis BI1S.8 2 4%,
Candida parapsilosis BP2A.1 30 28%
Candida parapsilosis ECC3S.8 112 42%
Candida parapsilosis EIA3A.3 17 30%
Candida tropicalis Cl1M.1 24 20%
Candida tropicalis Cl1S.1 39 40%
Candida tropicalis FCC3S.7 6 4%,
Candida tropicalis FIC3S.1 39 34%
Candida tropicalis HCC1S8.2 31 28%
Candida tropicalis ICC3M.1 136 74%
Candida tropicalis I1A3A.1 16 26%
Exophiala spinifera CS3s.1 1 2%
Kodamaea ohmeri BP11.4 286 86%
Lodderomyces elongisporus CP1S.3 5 8%
Lodderomyces elongisporus EIB3S.2 14 22%
Lodderomyces elongisporus EIC3M.10 22 34%
Lodderomyces elongisporus FIB3S.2 5 6%
Lodderomyces elongisporus ICC3A.1 2 4%
Meyerozyma guilliermondii FIB1S.4 5 4%
Meyerozyma guilliermondii FIC3S.2 10 12%
Trichosporon asahii BP1S.14 2 4%
Trichosporon asahii EIA2A.3 4 6%
Trichosporon asahii ISnM3.2 3 6%
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N

: : Célula epitelial bucal

FIGURA 10 - Células de Candida albicans (setas vermelhas) aderidas a uma célula epitelial bucal (imagem
obtida através de microscopio 6ptico — aumento 100x). Esta linhagem (FIA3M.1) foi isolada de uma amostra de
areia da praia de Ipanema (Rio de Janeiro/RJ).

5.7.3 — Pesquisa de fatores de viruléncia de linhagens de C. albicans

Como descrito na secao de material e métodos, foram testadas quanto a
presenga dos fatores de viruléncia a seguir as cinco linhagens de C. albicans
isoladas no presente trabalho (FIA3M.1, EIA3M.5, BP1S.12, PHM3.1 e CM1A.1) e
outras sete linhagens desta espécie isoladas a partir de amostras de agua de lagos
e lagoas (LPM1.1, LPM1.2, LPM1.6, LPM1.12, LPC1.1, SLM1.1 e SLM5.1)
(ESPIRITO SANTO, 2014). Como praticamente ndo ha dados na literatura sobre a
presenga ou auséncia de fatores de viruléncia em linhagens de C. albicans isoladas
a partir de amostras ambientais, o objetivo dos experimentos das se¢des seguintes
foi a melhor compreensado destas leveduras. Com os resultados destes ensaios,
espera-se contribuir de alguma forma na tentativa de responder a questao levantada
por Papadakis e colaboradores (1997) se de fato as leveduras oportunistas
presentes em ambientes recreacionais retém a capacidade de causar doencas. Com
fins comparativos, foram incluidas ainda nos testes uma linhagem de C. albicans de
origem clinica considerada referéncia no estudo de fatores de viruléncia (SC5314),
uma linhagem de C. tropicalis (FIC3S.1) e uma linhagem de K. ohmeri (BP11.4). Para
os experimentos realizados in vivo, com o fim de evitar um uso excessivo de
animais, selecionou-se, além da linhagem de referéncia, apenas quatro linhagens

para serem avaliadas.
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5.7.3.1 Estudo da morfogénese de linhagens de C. albicans

No presente trabalho, as leveduras selecionadas foram desafiadas com
relacdo a fatores indutores de filamentacdo como a presenca de soro, altas
temperaturas (37°C), limitagao de nitrogénio e/ou carbono, baixos niveis de oxigénio
e presenga de aminoacidos. As colbnias da linhagem de C. albicans SC5314
apresentaram aparéncia invasiva e/ou rugosa em todos os meios de cultivo onde
foram crescidas e, quando as células foram visualizadas em microscopio Optico,
observou-se principalmente hifas e pseudohifas. Estas caracteristicas denotam a
capacidade da linhagem em questdo em mudar para a forma filamentosa ja que a
mesma foi inoculada na forma leveduriforme. Este resultado é condizente com os
dados encontrados na literatura sobre esta linhagem (MAIDAN et al., 2005; MAIDAN
et al., 2008). Em relagdo as demais leveduras pesquisadas, nenhuma apresentou
um perfil de resposta idéntico ao da linhagem referéncia aos diferentes meios
utilizados (Tabela 15).

Quando testadas em meio solido contendo soro fetal bovino, a maioria das
leveduras apresentou col6nias lisas e células individuais quando visualizadas em
microscopio. Entretanto, quando avaliadas em meio liquido acrescido de soro fetal
bovino, todas as linhagens de C. albicans flocularam e apresentaram filamentagao.
As demais leveduras apenas turvaram o meio de cultivo e, quando visualizadas em
microscopio, apresentaram células individuais (Figura 11).

Em agar Spider, meio pobre cuja unica fonte de carbono é o manitol, a
maioria das leveduras testadas apresentou colbénias lisas com bordas filamentosas.
Quando visualizadas em microscopio, ao contrario da linhagem referéncia onde
foram observadas pseudohifas e hifas verdadeiras, as leveduras exibiram muitas
células individuais e algumas poucas pseudohifas. Ndo foram observados filamentos
nas colénias das linhagens de C. albicans isoladas a partir do lago Sao Luis
(SLM1.1 e SLM5.1) e das leveduras pertencentes as demais espécies.

No meio com limitagdo de nitrogénio (SLAD), dentre as sete linhagens de C.
albicans isoladas a partir de aguas de lagos e lagoas, todas apresentaram colbnias
de aparéncia lisa e, apds lavagem das placas com tampao PBS, foi possivel verificar
a presenga de filamentos no interior do agar em apenas uma (LPM1.1). Em relagéo
as leveduras isoladas a partir de amostras coletadas nas praias, apenas duas nao

apresentaram coloénias com caracteristicas invasivas (BP1S.12 e PHM3.1).
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Apesar de metade das leveduras testadas ter apresentado colbnias lisas
quando crescidas em agar Lee, um meio pobre em nutrientes mas rico em
aminoacidos, a maioria apresentou filamentag&do. Apenas a linhagem de K. ohmeri e
trés linhagens de C. albicans, as duas isoladas a partir do lago S&o Luis e uma
isolada a partir da lagoa da Pampulha (LPM1.6), ndo foram capazes de sofrer
morfogénese neste meio.

Todas as leveduras pertencentes a espécie C. albicans crescidas sob
condi¢gdes de microaerofilia no interior do agar YPS foram capazes de formar
filamentos. Ja as linhagens de C. tropicalis e K. ohmeri mantiveram col6nias de
aparéncia nao invasiva, ndo respondendo assim a este fator indutor de filamentacao.
Apds o periodo de cinco dias de incubagdo, a maioria das leveduras cresceu o
suficiente para emergir do agar.

As linhagens de C. albicans que ndo possuem ou que perderam a capacidade
de sofrer morfogénese ja foram confirmadas como avirulentas quando testadas em
modelos animais (LO et al., 1997). A resposta destes micro-organismos a diferentes
estimulos desencadeadores das transformag¢des morfoldégicas € muito importante
uma vez que permite aos mesmos sobreviver e se adapatar a uma variedade de
sitios anatémicos no hospedeiro (SUDBERY, 2011). Além disso, Baillie e Douglas
(1999) mostraram que as hifas sdo elementos essenciais na manutengdo da
integridade estrutural e da arquitetura multicamadas de biofilmes maduros desta
espécie. No presente trabalho, observou-se linhagens que foram isoladas a partir de
amostras ambientais capazes de mudar da forma leveduriforme para a forma
filamentosa diante de fatores indutores de filamentagdo como a presenga de soro, a
limitagdo de nitrogénio e/ou carbono, baixos niveis de oxigénio e presenca de
aminoacidos. Assim, estes resultados sugerem um potencial patogénico destas

leveduras.
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Tabela 15 — Morfologia das colbnias das linhagens de Candida albicans e demais leveduras avaliadas em diferentes meios indutores de filamentacéo.

MEIO DE CULTIVO C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans
SC5314 FIA3M.1 EIA3M.5 BP1S.12 PHM3.1 CM1A1 LPM1.1 LPM1.2

Agar Spider

Agar YPD
acrescido de
soro fetal bovino

Agar SLAD
antes da
lavagem

Agar SLAD
apos lavagem

Agar Lee

YPS
colonias
incorporadas no
meio




Tabela 15 — Continuagéo.

C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. tropicalis K. ohmeri

MEIODE CULTIVO  “5c5314 LPM1.6 LPM1.12 LPC1.1 SLM1.1 SLMS.1 FIC3S.1 BP11.4

Agar Spider

Agar YPD
acrescido de
soro fetal bovino

Agar SLAD
antes da
lavagem

Agar SLAD
apos lavagem

Agar Lee

YPS
coldénias
incorporadas no
meio




FIA3M.1 o JEIA3M.5

BP1S.12

FIC3S.1 ! BP11.4

Figura 11 — Imagens obtidas com auxilio de microscépio 6ptico (40x) das linhagens de Candida albicans, C.
tropicalis (FIC3S.1) e Kodamaea ohmeri (BP11.4) em meio YPD liquido acrescido de soro fetal bovino (10%).
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5.7.3.2 Teste da capacidade de formacao de biofilme de linhagens de C.

albicans

a) Adesao e formacao de biofilme em cateteres de poliuretano - teste in vitro

Como pode ser observado na figura 12, todas as leveduras testadas
apresentaram taxas de adesdo aos fragmentos de cateter muito similares entre si.
Segundo o teste de Kruskal-Wallis, ndo houve diferengas significativas entre a
adesao da linhagem referéncia de C. albicans e dos demais micro-organismos
avaliados. A unica excecao foi a linhagem de C. albicans SLM1.1, isolada do lago

Sao Luis, cuja a adesdo média foi de cerca de 500 UFC a menos que as das demais

linhagens.
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Figura 12 — Adeséo de linhagens de Candida albicans, C. tropicalis e Kodamaea ohmeri a fragmentos de cateter
de poliuretano. O grafico representa o nimero de unidades formadoras de coldnias recuperadas a partir de
pedacos de 1 cm de cateter de poliuretano apés um periodo de 90 minutos de ades&o. Os simbolos sobre as
colunas refletem a existéncia ou ndo de diferenca estatistica entre aquela levedura e a linhagem referéncia de C.
albicans SC5314 segundo o teste de Kruskal-Wallis: ns — p>0,05 (diferenga nédo significativa); * p<0,05; **

p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

Em relagdo aos testes de formacédo de biofilme in vitro, a maioria das
leveduras apresentou um numero significativamente maior de unidades formadoras
de colbnias recuperadas a partir dos fragmentos de cateter do que a linhagem
referéncia (Figura 13). A importancia dos biofilmes no campo médico vem sendo
cada vez mais reconhecida uma vez que estima-se que os mesmos estdo

envolvidos em uma grande parte de todas as infecgdes microbianas humanas,
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especialmente aquelas relacionadas ao implante de dispositivos médicos como
cateteres intravasculares ou urinarios, tubos endotraqueais, préteses vocais e das
articulagdes (POTERA, 1999; RAMAGE et al., 2006). Uma vez desenvolvidos sobre
estes materiais, os biofilmes passam a apresentar caracteristicas fenotipicas unicas,
incluindo uma maior resisténcia aos agentes antimicrobianos e protecdo contra a
defesa do hospedeiro (KUHN & GHANNOUM, 2004; MOWAT e al. 2007). Assim, a
capacidade de formar biofiime pode ser um importante fator determinante da

viruléncia de um micro-organismo (RAMAGE et al., 2005).
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Figura 13 — Formagao de biofilme por linhagens de Candida albicans, C. tropicalis e Kodamaea ohmeri sobre
fragmentos de cateter de poliuretano. O grafico representa o nimero de unidades formadoras de coldnias
recuperadas a partir de pedagos de 1 cm de cateter de poliuretano apés a formagao de biofime em um periodo
de 24 horas. Os simbolos sobre as colunas refletem a existéncia ou ndo de diferenca estatistica entre aquela
levedura e a linhagem referéncia de C. albicans SC5314 segundo o teste de Kruskal-Wallis: ns — p>0,05
(diferenga nao significativa); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

A capacidade de formar biofilme, apesar de ser considerada um importante
fator de viruléncia, ndo é uma caracteristica associada apenas a bactérias e fungos
patogénicos. Ao contrario desta suposigao, estimativas sugerem que até 80% de
todos os micro-organismos no ambiente sdo encontrados na forma de comunidades
sésseis € ndo como células plancténicas (DONLAN, 2002). Assim, espera-se que
linhagens de leveduras isoladas a partir de amostras ambientais, principalmente
aquelas cujas espécies sdo frequentemente associadas a biofilmes, também exibam

esta habilidade.
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b) Adeséo e formacao de biofilme em cateteres de poliuretano - teste in vivo

A selecido das leveduras para os testes de formacao de biofilme in vivo do
presente trabalho foi baseada nos resultados dos testes in vitro. Foram escolhidas
duas linhagens de C. albicans (LPM1.6 e SLM1.1) e a linhagem de K. ohmeri
(BP11.4) que apresentaram melhores resultados do que a linhagem referéncia nos
testes in vitro e uma linhagem de C. albicans (PHM3.1) cujos resultados foram
ligeiramente inferiores (embora ndo tenham sido estatisticamente diferentes).

A principio, as leveduras aderiram de forma similar aos cateteres, nao
havendo diferengas significativas entre as mesmas e a linhagem referéncia de C.
albicans (p>0,05). Apos quatro horas, constatou-se que houve uma queda no
numero de unidades formadoras de colbnias recuperadas dos fragmentos de
cateteres para todas as linhagens (Figura 14). Ricicova e colaboradores (2010)
observaram este mesmo fendbmeno durante o desenvolvimento deste modelo
subcutédneo de formacao de biofilme. Os autores sugeriram que € possivel que,
neste primeiro estagio, as células fungicas se desliguem mais facilmente dos
cateteres sendo removidas durante o procedimento experimental, o que resultaria
em uma menor biomassa. Uma outra explicagdo € que algumas células ndo seriam
capazes de se adaptar bem as condi¢gdes de crescimento no interior do hospedeiro.
Também para este periodo avaliado ndo foram encontradas diferengas significativas
de formagdo de biofiime entre as linhagens (p>0,05). Segundo Seneviratne e
colaboradores (2008), a adesao e as primeiras horas compreendem a fase inicial de
formacéao dos biofilmes.

Quarenta e oito horas apds o implante dos cateteres, todas as leveduras
apresentaram um desenvolvimento expressivo de biomassa (Figura 14). Neste
periodo € provavel que os biofiimes se encontrem em fase de maturacéo
(SENEVIRATNE et al., 2008). Nenhuma linhagem se destacou por formar
significativamente mais ou menos biofilme do que a linhagem referéncia durante
este tempo (p>0,05). Em geral, nos dias seguintes, os biofilmes de C. albicans
costumam permanecer estaveis conforme descrito por Ricicova e colaboradores
(2010). Entretanto, apds seis dias, foi observado um aumento de biomassa para a
linhagem de C. albicans SLM1.1 e uma queda para as linhagens SC5314, PHM3.1 e
LPM1.6 (Figura 14). Seneviratne e colaboradores (2008) sugeriram que diferentes

linhagens de uma mesma espécie de Candida podem ser bastante diferentes quanto
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a capacidade de formar biofilme. Quanto a linhagem de K. ohmeri testada, também
houve um aumento do numero de unidades formadoras de coldnias recuperadas a
partir dos cateteres. Embora quase nao existam dados na literartura sobre biofilmes
formados por esta espécie, ha alguns relatos de enfermidades associadas a
implantes de cateteres (SHANG et al., 2010). As leveduras que tiveram aumento de
biomassa entre as 48 horas e os seis dias de experimento apresentaram biofilmes

significativamente mais abundantes do que a linhagem referéncia (p<0,05).
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Figura 14 — Formacao de biofilme por linhagens de Candida albicans e Kodamaea ohmeri sobre fragmentos de
cateter de poliuretano implantados sob a pele de camundongos Balb/C. O grafico representa o numero de
unidades formadoras de col6nias recuperadas a partir de pedagcos de 1 cm de cateter de poliuretano apés o
periodo de adesao e apos a formagéo de biofime nos periodos de 4 horas, 48 horas e 6 dias.

Este modelo permitiu a avaliagdo da capacidade de formacao de biofilme de
leveduras isoladas a partir de amostras ambientais em um sistema vivo. Os
resultados confirmaram o potencial destas linhagens de crescer sobre dispositivos
medicos implantados. No entanto, € importante lembrar que este modelo subcutédneo
de formacdo de biofiime €& muito diferente daquele realizado em cateteres
implantados no sistema venoso central, ja que neste ultimo os biofilmes estao
expostos ao fluxo sanguineo e possuem maior acesso aos nutrientes do hospedeiro.
Assim, o modelo adotado no presente trabalho simula melhor as condi¢des
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ambientais e fontes de nutrientes existentes em proteses implantaveis como as de
voz e das articulagdes (RICICOVA et al., 2010).

5.7.3.3 Ensaio de viruléncia de linhagens de C. albicans in vivo

Apos avaliar a presenca de alguns fatores de viruléncia em linhagens de
leveduras isoladas a partir de amostras ambientais, realizou-se o teste de viruléncia
in vivo. As linhagens utilizadas para este experimento foram as mesmas
selecionadas para o teste de formacgdo de biofilme in vivo. Camundongos Balb/c
foram desafiados com leveduras pertencentes as espécies C. albicans e K. ohmeri e
monitorados durante 30 dias. Todas as linhagens de C. albicans foram capazes de
causar doenga nos animais. Estes ultimos, nos dias posteriores a infecgao,
apresentaram pélos arrepiados e perderam peso gradativamente. Apos 15 dias,
todos os camundongos infectados com leveduras desta espécie haviam morrido. Ja
em relagdo aos camundongos desafiados com a linhagem de K. ohmeri, ndo foram
constatados sinais de doencga. Estes animais permaneceram vivos durante todo o
periodo experimental e ndao apresentaram perda de peso e nem mudanca de
comportamento. Assim, apesar de varios fatores de viruléncia terem sido observados
nos testes anteriores para esta linhagem, a mesma mostrou ser avirulenta dentro
das condi¢cbes adotadas para este experimento. Uma possivel explicagdo para este
fato é que foram utilizados camundongos imunocompetentes no presente ensaio,
enquanto a espécie K. ohmeri € conhecida por causar enfermidades principalmente
em individuos imunossuprimidos (SHANG et al., 2010).

A figura 15 mostra as curvas de sobrevivéncia estimadas pelo método de
Kaplan-Meier para cada linhagem testada. Segundo o teste estatitico de log rank de
Cox-Mantel, houve diferengas significativas apenas entre as curvas da linhagem
referéncia de C. albicans SC5314 e da linhagem PHM3.1 (p<0,05), e também da
linhagem referéncia e da linhagem de K. ohmeri BP11.4 (p<0,0001).
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Figura 15 — Curva de sobrevivéncia obtida pelo método de Kaplan-Meier para os grupos de camundongos
desafiados com as diferentes linhagens de Candida albicans (SC5314, PHM3.1, LPM1.6 e SLM1.1) e com a
linhagem de Kodamaea ohmeri (BP11.4).

Os resultados encontrados nos testes de viruléncia in vivo mostraram que
algumas leveduras isoladas a partir de amostras ambientais foram virulentas tanto
quanto a linhagem SC5314 que foi isolada originalmente a partir de uma amostra de
sangue de um paciente com candidiase disseminada (GILLUM et al., 1984). Logo, é
possivel sugerir que estes micro-organismos sejam capazes de causar enfermidades
em pessoas que entrem em contato com os mesmos. Como a maioria das linhagens
testadas no presente trabalho foram isoladas a partir de amostras coletadas em
ambientes recreacionais, faz-se necessaria a realizacdo de mais estudos para
investigar o risco que os fungos presentes nestes locais oferecem a saude de

banhistas.
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6- CONCLUSOES

e A identificacdo de espécies de leveduras oportunistas isoladas a partir das
amostras de agua e areia coletadas nas praias dos estados do Rio de Janeiro e
Parana, bem como a presenca de fatores de viruléncia e a ocorréncia de resisténcia
aos antifungicos entre as mesmas, sugerem um risco potencial a saude de pessoas
que utilizam estes ambientes para recreacao. Além disso, estes resultados merecem
uma atencao especial quando se leva em consideracdo o fato de individuos
imunossuprimidos € em extremos de idade também fazer parte do publico destas

praias.

e Os ensaios de viruléncia in vivo permitiram a avaliacdo do comportamento de
linhagens de C. albicans isoladas a partir de amostras ambientais quando
inoculadas em camundongos e confirmaram o potencial destas ultimas de causar
doencas, ratificando, assim, a existéncia de ameacga a saude de individuos que

porventura entrem em contato com as mesmas.

e A auséncia de correlacdo entre bactérias indicadoras e espécies de leveduras
oportunistas nas amostras de agua e areia coletadas mostra a importéncia da
utilizagcdo de outros pardmetros microbiolégicos na avaliagdo da qualidade das

praias.

e As areias das praias mostraram abrigar elevadas concentragbes de bactérias
indicadoras de contaminacao fecal e de leveduras, podendo funcionar como
reservatorios destes micro-organismos e, consequentemente, contaminar as aguas
adjacentes. Além disso, as areias podem contribuir para a exposi¢gao dos usuarios

das praias a leveduras oportunistas.

¢ O meio CHROMagar-Candida nao foi efetivo no isolamento diferencial de C.
albicans, C. tropicalis e P. kudriavzevii a partir das amostras ambientais estudadas
no presente trabalho. Dentre as leveduras que apresentaram colénias de coloragdes

tipicas as destas, foi possivel identificar varias outras espécies.
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e O meio mCA também nao foi efetivo no isolamento seletivo e diferencial de C.
albicans, tendo isolado 25 outras espécies de leveduras com colbnias
morfologicamente tipicas de C. albicans.
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