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RESUMO

As leveduras sao organismos eucariotos, unicelulares, presentes nos mais diversos
ambientes. Em pessoas saudaveis, as leveduras vivem como comensais, mas, na
presenca de certos fatores de risco esses microrganismos podem levar ao
desenvolvimento de infecgdes localizadas ou sistémicas. Em vista do exposto, o
principal objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial patogénico de leveduras
isoladas de dois ambientes distintos. Nos dois trabalhos, a identificacdo das
leveduras foi realizada através de métodos fenotipicos padrées. Em geral, foram
ainda analisados os seguintes parametros: perfil de sensibilidade a agentes
antimicrobianos, fatores de viruléncia como, atividade de protease, fosfolipase e
hemolisina, e formacao de biofilme. No primeiro trabalho, foi estudada uma amostra
de levedura isolada de dialisato utilizado em unidade de hemodialise. Essa amostra
foi identificada como C.famata. No segundo trabalho, foi realizado o estudo de
leveduras presentes na porgao inferior do trato gastrintestinal de morcegos. Foram
encontradas as seguintes espécies: C.lusitaneae, C.krusei, C.parapsilosis,
C.guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, C.pellliculosa. Independente da origem
dos isolados, todos apresentaram atividade de protease, foram negativos para
fosfolipase e apresentaram capacidade para formacdo de biofilme. Os valores
médios dos isolados nao diferiram significativamente entre os ensaios de protease e
biofilme, embora trés isolados de dialisato (D9, D12sa, D16) apresentassem alta
capacidade de formacao de biofiime. Em relagdo a atividade hemolitica, todos os
isolados de morcego produziram alfa-hemdélise em presenga de sangue de carneiro.
Somente duas amostras provenientes de dialisato apresentaram alfa-hemolise (D12
e D12sa) e as demais foram consideradas positivas (beta-hemolise). Os resultados
obtidos no nosso trabalho sugerem, de uma maneira geral, um potencial patogénico
para as leveduras isoladas de dialisato. Outros estudos deverao ser realizados para
avaliar o papel dessas espécies no desenvolvimento de processos infecciosos no
homem. Com relagdo os morcegos urbanos, a presenga de leveduras
potencialmente patogénicas nas fezes desses animais aumenta os riscos de
infeccdo em pacientes debilitados. Portanto a presenga de morcegos em centros
urbanos ou habitados deve ser controlada, uma vez que podem ser fontes de
infeccdo humana.

Palavras-chave: Leveduras. Dialisato. Morcegos.
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ABSTRACT

Yeasts are microorganisms eukaryotic present in many environments. In healthy
people yeasts are commensals, but, there are certain risks factors that may lead to
an infection. The aim of this study was to analyze the potential virulence attributes of
yeasts isolated from two distinct environments. In both papers, yeasts identification
was performed through standard mycological methodology. In addition, it some
parameters were studied, as: antifungal susceptibility, virulence factors (enzymes
production, biofilm formation). In the first study, we characterized a sample isolated
from dialysate used in hemodialysis treatment. This isolate was identified as
C.famata. In the second paper, we studied yeasts isolated from bats anus. The
samples were identified as: C.lusitaneae, C.krusei, C.parapsilosis, C.guilliermondii,
Saccharomyces cerevisiae, C.pellliculosa. All isolates (including the dialisate one)
presented protease production, showed no phospolipase activity and were capable to
form biofilm. In the hemolisins production test, all bats’ isolates presented alpha-
hemolisis. Only two samples obtained from dialysate presented beta-hemolisis. The
results obtained in our study suggest a pathogenic potential to yeasts isolated from
dialisate. Regarding to bats, the presence of potentially pathogenic yeasts in its
feaces increases the risk of infection in imunocompromised patients. In this way,
more studies must be conducted to gain more information about those yeasts and
the best way to avoid contamination.

Keywords: Yeasts. Dialysate. Bats.
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1 INTRODUCAO

As leveduras sao organismos eucariotos, unicelulares, presentes
nos mais diversos ambientes. Esses microrganismos podem ser encontrados em
ambientes aquaticos, no solo, no trato gastrintestinal de diversas espécies de
animais e até mesmo em associagdo com plantas (SIDRIM; ROCHA, 2004). Uma
caracteristica marcante das leveduras € a sua capacidade de adaptagdo em
ambientes com alta osmolaridade, ou seja, onde ha grande concentracédo de sais ou
agucares. Além disso, apresentam outras caracteristicas que possibilitam sua
permanéncia em ambientes indspitos. Por exemplo, adesinas sao moléculas
presentes na superficie celular e permitem a permanéncia das células sobre um
substrato, mesmo em presenca de fluxo de agua (LOPANDIC et al., 2006).

Em pessoas saudaveis, as leveduras vivem como comensais, nao
causando danos e até mesmo protegendo o nosso organismo de possiveis
patdgenos. Mas, na presenga de certos fatores de risco, como: terapia prolongada
com antibidticos ou corticosterdides, presenca de cateteres (hemodialise, dialise
peritoneal, sondas), nutricdo parenteral (ODDS et al. 2007), diabetes mellitus, AIDS
e fungdes fagocitarias alteradas (WEIG et al., 1998); esses microrganismos podem
levar ao desenvolvimento de infec¢des localizadas ou sistémicas (WEIG et al.,
1998). As micoses invasivas provocam uma grande variedade de manifestagdes
clinicas, incluindo fungemia, endoftalmites, osteomielites, endocardites, meningites,
infeccdes esplénica e hepatica. A fungemia causada por Candida tem sido a micose
sistémica mais frequente nos ultimos anos (QUINDOS et al. 2007).

Em vista do exposto, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar o
potencial patogénico de leveduras isoladas de dois ambientes distintos. No primeiro
trabalho, foi estudada uma amostra de levedura isolada de dialisato utilizado em
unidade de hemodialise. Pacientes em tratamento de hemodialise apresentam risco
elevado de contrair infecgdes oportunistas, principalmente devido ao seu estado
imunoldgico. A presenga de microrganismos na agua utilizada em unidades de
hemodidlise pode levar a complicagdes indesejadas, debilitando ainda mais o
paciente. Dessa forma, é importante que haja extremo cuidado na limpeza dos

equipamentos e na higiene da equipe médica, assim como o0 monitoramento
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constante quanto a presenca de microrganismos na agua utilizada para o preparo do
dialisato.

No segundo trabalho, foi realizado o estudo de leveduras presentes
na porcao inferior do trato gastrintestinal de morcegos. A regido de Londrina-PR
apresenta problemas ambientais relacionados a urbanizacdo, como poluicido e
desmatamento. Essas situagcbes contribuem para um desequilibrio ecoldgico,
favorecendo o aumento nas populagdes de animais como ratos, baratas, pombos e
morcegos. Esses animais sdo cosmopolitas, sdo altamente mdveis e podem abrigar-
se em ambientes domiciliares, aumentando assim a probabilidade de contato com o
homem. Morcegos e ratos sao de particular interesse, pois, sendo mamiferos,
possuem certas semelhangas com o homem e, portanto, podem ser susceptiveis ou
ser colonizados por patéogenos humanos, tornando-se transmissores ou
reservatorios, respectivamente. Dessa forma, a analise da microbiota de morcegos
urbanos deve ser aprofundada, de forma a alertar para a disseminagdao de
patdgenos, e evitar a contaminagao através de medidas sanitarias e de urbanizagao
controlada.

Nos dois trabalhos a identificacdo das leveduras foi realizada através
de métodos fenotipicos padrdes. Em geral, foram ainda analisados os seguintes
parametros: perfil de sensibilidade a agentes antimicrobianos, fatores de viruléncia

como, atividade de protease, fosfolipase e hemolisina, e formagao de biofilme.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FUNGOS

2.1.1 Caracteristicas Gerais

Durante muito tempo os fungos foram considerados como vegetais,
sendo a partir de 1969 classificados em um reino a parte, Fungi. Suas principais
caracteristicas incluem: s&o organismos eucariotos uni ou multicelulares
heterotréficos, ndo sintetizam pigmento fotossintético, ndo possuem celulose na
parede, armazenam glicogénio como material de reserva e obtém seus nutrientes
por absorcao.

Os fungos podem ser encontrados no solo, na agua, como
componente da microbiota normal de animais e em material orgénico em
decomposicdo. Esses organismos participam de varios processos biolégicos na
natureza, sendo a maioria benéfica para o homem. Eles sdo importantes
decompositores e participam na reciclagem da matéria organica. Podem ser
empregados como controle biolégico de varios fitopatdégenos, contribuem na
producao de alimentos, bebidas e metabdlitos secundarios farmacologicamente
ativos, tais como vitaminas, antibioticos e substancias imunossupressivas. Além
disso, séo uteis como sistema modelo para estudo de genética, fisiologia e biologia
molecular de eucariotos. Entretanto, os fungos desempenham um papel importante
como patdgenos de plantas e de animais, inclusive o homem.

Morfologicamente, os fungos microscépicos podem se apresentar
como leveduras ou filamentos (Figura 1). As leveduras séo células arredondadas ou
ovoides e geralmente formam colénias de aspecto cremoso em cultura em meio
solidificado. Os fungos filamentosos se caracterizam por apresentar hifas
vegetativas (que crescem ligadas ao substrato), responsaveis pela nutricdo. Além de
hifas aéreas que podem se diferenciar em estruturas reprodutivas assexuais. O

conjunto de hifas, que podem ser septadas ou nao, constitui o micélio. Alguns
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fungos sao dimorficos, isto € podem apresentar as duas formas em condigoes
ambientes definidas (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Os critérios utilizados com maior frequéncia para classificacdo dos
fungos baseiam-se na habilidade desses organismos reproduzirem-se sexualmente,
assexualmente, ou por uma combinagdo de ambos. A classificagdo dos fungos
baseada nas estruturas assexuais (fase anamorfica), envolve a analise de aspectos
fenotipicos como morfologia e fisiologia. A segunda classificagdo € baseada na fase
teleomorfica dos fungos, ou seja a presenga de um ciclo reprodutivo sexual
(GUARRO et al., 1999).

Figura 1 — Aspectos morfologicos de fungos. A: Blastoconideos de
Saccharomyces cerevisiae (x 4000); B: Penicillium spp.,
uma espécie de fungo filamentoso (x 1165). C e D:
aspectos das colonias de Saccharomyces sp e
Penicillium notatum respectivamente.

Fonte: Science Photo Library.

A classificacdo fenotipica das leveduras é baseada na presencga ou
auséncia de capsula, tamanho e forma das células, mecanismo de formacgao da
célula filha (conidiogénese), formacao de pseudo-hifas, hifas verdadeiras (Figura 2),
formacdo de estruturas de resisténcia e reproducido. Além disso, caracteristicas
bioquimicas também sao importantes para a identificacdo presuntiva das espécies.

A morfologia é rotineiramente empregada para distinguir o género e a diferenciagéo
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das espécies é realizada por meio da habilidade para assimilar e fermentar varias
fontes de carbono e utilizar nitrato como uma fonte de nitrogénio (LACAZ et al.,
1991; SIDRIM; ROCHA, 2004; KURTZMAN; FELL, 1998).

Figura 2 — Morfologia de leveduras. A: célula leveduriforme de C.albicans,
apresentando regides de brotamento (x 5500.). B:
Blastoconideos e pseudo-hifa de C.albicans (x 3000) C: hifas
verdadeiras, responsaveis pela invasdo dos tecidos do
hospedeiro, Candida sp (aumento desconhecido).

Fonte: Science Photo Library.

2.1.2 Género Candida sp.

Algumas espécies de Candida fazem parte da microbiota normal de
superficies mucosas do trato gastrointestinal e genito-urinario de animais, inclusive o
homem. Entretanto, podem ser responsaveis por uma variedade de quadros clinicos,
desde infecgdes superficiais de mucosa, como candidiase vulvovaginal e
orofaringea, até infecgdes sistémicas (REPENTIGNY, 2004).

Existem alguns fatores de risco relacionados ao hospedeiro que
propiciam as infec¢cbdes por leveduras, como: uso prolongado e indiscriminado de
antimicrobianos de amplo espectro, uso de esterdides ou outras substancias
imunossupressoras, diabetes mellitus, AIDS e fungdes fagocitarias alteradas (WEIG
et al., 1998). Pacientes em tratamento dialitico apresentam risco elevado em adquirir
infeccdes sistémicas (ABBOTT; AGODOA, 2001; PASQUALOTTO et al., 2005). A
necessidade de se criar um acesso vascular utilizando-se de catéteres, para
repetidas puncgdes por periodos prolongados também contribui para esse quadro
(POWE et al.,, 1999; TOKARS et al.,, 2001; SHARIFF et al., 2004; SAXENA,;
PANHOTRA, 2005). Finalizando, alteracbes dos mecanismos de defesa do
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hospedeiro que podem ser decorrentes de mudangas fisiolégicas caracteristicas da
infancia (prematuridade) e envelhecimento (DIGNANI; SOLOMKIN; ANAISSIE,
2003).

Espécies de leveduras do género Candida, prinicpalmente Candida
albicans, sao os agentes oportunistas mais freqientemente isolados dessas
infeccoes (VAN BURIK; MAGEE, 2001). As infec¢des causadas por Candida podem
ser divididas em duas classes principais: infecgdo superficial ou sistémica. A
candidiase superficial (mucosa ou cutédnea) ocorre quando ha um desequilibrio nas
condigdes locais, resultando em um aumento no numero de células fungicas,
causando danos ou invasao do epitélio local. As infecgdes de mucosa sao mais
frequentes na cavidade oral (orofaringe - “sapinho” e es6fago — esofagite) e vaginal.

A identificacdo por métodos convencionais é trabalhosa e requer
longo periodo de tempo. Estes métodos sdo baseados na micromorfologia das
colonias, assimilagdo de acgucares e testes de fermentacdo (KURTZMAN; FELL,
1998). A formacao de tubo germinativo em presenga de soro in vitro e a produgéao de
clamidoconideos sao utilizados em laboratério clinico como critérios preliminares
para diferenciar C. albicans de espécies nao-albicans.

E importante ressaltar que C. dubliniensis € uma nova espécie
(SULLIVAN et al., 1995), que produz clamidoconideos e tubo germinativo, e durante
muito tempo foi classificada como C. albicans atipica devido a outras caracteristicas
fenotipicas diferentes. A tabela 1 mostra algumas caracteristicas distintas entre
essas duas espécies.

Estudos epidemiologicos tém mostrado que C. dubliniensis esta
primariamente associada com colonizagao e infecgbes de orofaringe de pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida humana (HIV) ou com AIDS.
Entretanto, em individuos saudaveis, raramente C. dubliniensis é isolada da
microbiota oral e em casos de candidemia (SULLIVAN et al., 2004). Isolados
clinicos desse fungo sao usualmente sensiveis aos agentes antifungicos. Todavia, a
resisténcia aos mesmos pode ser rapidamente induzida in vitro (MORAN et al.,
1997).
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Tabela 1 — Caracteristicas diferenciais entre C. albicans e C. dubliniensis

Critério C. albicans C. dubliniensis
Producéao de tubo germinativo ++ +

Producgéo de clamidosporos + ++
Crescimento a 37 °C ++ ++
Crescimento a 42 °C ++ -

Crescimento a 45 °C +
Crescimento em caldo com 6,5% NaCL +
Utilizagcao de xilose + -
Utilizacao de lactato +
Utilizac&do de a-metil-D-glucosideo +

Utilizacdo de trealose + +

Crescimento em CHROMagar Candida Azul-esverdeada  Verde-escura

Crescimento em meio Pal Colbnia lisa Colbnia rugosa

++: Alto; +: Médio; -: Negativo; +: Intermediario. Fonte: Sullivan et al. (2004), com

modificacoes.

Varios meios seletivos diferenciais cromogénicos para identificagao
presuntiva das amostras de Candida foram desenvolvidos (ODDS; BERNAERTS,
1994; COOKE et al., 2002; HORVATH et al., 2003; ZU et al., 2004). Esses meios
contém substratos que reagem com enzimas secretadas pelos fungos produzindo
colénias com varias pigmentagdes. Essas enzimas sido espécies-especificas,
permitindo identificar os microrganismos através da cor e caracteristicas da col6nia
(Figura 3).

A prevaléncia de outras espécies de Candida como agentes de
candidiase tem aumentado nos ultimos anos (COLOMBO et al., 1999; HAYNES,
2001; GOLDAN; MARIO, 2003; GODOY et al., 2003; COLOMBO et al., 2006;
NUCCI; COLOMBO, 2007). Um aspecto importante dessas espécies € a
sensibilidade variada aos agentes antifungicos utilizados na pratica médica
[derivados imidazdlicos e poliénicos (MATHEMA et al., 2001)]. Por exemplo, Cheng
et al. (2005) observaram que pacientes apresentando candidemia por espécies nao-
albicans necessitavam de maiores concentragdes de fluconazol para o tratamento
da infecgcdo, quando comparados com pacientes infectados por C. albicans. Ainda
observaram que 61,5% dos pacientes infectados por Candida glabrata vieram a
Obito, seguido por 41,2% de C.albicans. Além disso, alta taxa de mortalidade pode
ser observada entre pacientes apresentando candidemia causada por Candida
tropicalis (GOLDANI; MARIO, 2003; LEUNG et al., 2002; WEINBERGER et al.,
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2005). Em vista disso, a identificacao do agente é importante para o planejamento
terapéutico e estudos epidemiologicos dos quadros de candidiases.

Em uma amostragem realizada entre 1995 e 2003, em 4 hospitais de
S&o Paulo, Da Matta et al. (2007) analisaram 1000 amostras de Candida sp.
isoladas de sangue dos pacientes com fungemia. Nesse estudo, C. albicans
permaneceu como o mais freqliente isolado mas candidas nao-albicans contaram
com 60% dos episddios de candidiase, sendo: 24.3% dos casos de C. tropicalis,
23.8% de C. parapsilosis, 4.4% de C. glabrata, 3% de C. guilliermondii, e 2.5% de

C. rugosa.



Figura 3 —

ey —
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Crescimento de diferentes espécies de Candida em meio
CHROMagar. A-B: Colbnias de C. albicans sé&o lisas e verde-
claras. C-D: C.krusei crescem formando colbnias grandes,
rugosas e de coloragdo rosa. E-F: Colbnias azuis
apresentando um halo de pigmentagao purpura ao seu redor
s&o caracteristicas de C. tropicalis. G-H: C.glabrata formam
coldnias pequenas, lisas e rosas.

Fonte: A, C, E, G — Odds & Bernaerts, (1994), com modificagdes. B, D, F, H —

Horvath et al., (2003), com modificagbes.
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2.1.3 Fatores de Viruléncia de Leveduras do Género Candida

Estima-se que existam aproximadamente 100.000 espécies de
fungos, sendo que pouco mais de 200 espécies sdo conhecidas como patdgenos
primarios de humanos (SIDRIM & ROCHA, 2004). Entretanto com o avango da
medicina, a sobrevida de pacientes debilitados vem aumentando com o decorrer dos
anos. Realmente, infec¢des invasivas causadas por Candida spp. tém sido descrita
em todo o mundo e estdo se tornando uma importante causa de mortalidade em
pacientes imunocomprometidos (PFALLER et al., 1998; KAO et al., 1999;
COLOMBO et al., 1999; DIEKEMA et al., 2002; AL-HEDAITHY, 2003; HAJJEH et al.,
2004; LAUPLAND et al., 2005; NUCCI & COLOMBO, 2007; VALENTIN et al., 2007).
A fonte mais comum de infecgdo sao os proprios pacientes, especialmente a regido
do trato gastrointestinal e a pele. Os vetores exdgenos de infecgdo sdo as maos dos
funcionarios hospitalares e equipamentos médicos contaminados (RUZICKA et al.,
2007). Como poucos fungos sdo conhecidos como “patdgenos profissionais” os
mecanismos de patogenicidade tendem a ser mais complexos e em geral
representam adaptagdes de caracteristicas pré-existentes no seu modo de vida
comensal (VAN BURIK & MAGEE, 2001).

Os fatores de viruléncia sdo determinados geneticamente, porém
expressos pelos microrganismos quando submetidos a condi¢gdes especificas
(TAMURA et al. 2007). Varios fatores de viruléncia tém sido estudados
extensivamente, principalmente em C. albicans.

Entre os fatores de viruléncia de Candida spp. encontram-se a
adesdo as células e tecidos dos hospedeiros, secrecdo de enzimas hidroliticas
(proteases, fosfolipases e lipases), alteracdo fenotipica da morfologia celular e da
colénia (switching fenotipico) e dimorfismo (CALDERONE; FONZI, 2001). Além
desse fatores a formagao de biofilme em superficies bidticas e abibticas parece
contribuir na patogenicidade das espécies de Candida (DOUGLAS, 2003; RAMAGE
et al., 2006).

O evento inicial na patogénese das doencgas infecciosas é a adesao
microbiana aos tecidos do hospedeiro. Alguns microrganismos permanecem

aderidos a superficie epitelial enquanto outros promovem a invasao tecidual. Fatores
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de adesao sao importantes para a persisténcia de C. albicans na mucosa epitelial
(STEHR et al., 2000).

Varios genes que codificam proteinas com atividade de adesinas
foram descritos na literatura. A expressdo de «aINT1 (GALE et al., 1996) uma
proteina transmembrana, promove a adesdo de S. cerevisae enquanto a inativacao
dos dois alelos aINT1 em C. albicans diminui significativamente a sua capacidade de
adesao as células epiteliais cervicais humanas (HelLa). Além disso, a inativacéo de
aINT1 inibe a formagdo de hifas e diminui a viruléncia do fungo em modelo de
infeccdo intravenosa (GALE et al., 1998). A familia génica ASL (“agglutinin
sequence-like”) codifica glicoproteinas de superficie celular (HOYER et al., 1998b)
que estdo ligadas as P 1,6-glucanas da parede celular. Esses genes s&o
diferencialmente regulados por condi¢des fisiologicamente relevantes in vitro, tais
como, crescimento em meios de culturas diferentes (HOYER et al., 1998a) e durante
infeccdo experimental utilizando epitélio humano reconstituido oral (GREEN et al.,
2004). Hwpl (“hyphal wall protein I”) € uma manoproteina de parede celular com o
dominio N-terminal exposto na superficie celular. Sua expressao é regulada durante
a morfogénese de C. albicans, sendo diferencialmente expresso em tubos
germinativos e formas filamentosas (STAAB et al., 1996). A inativagdo do gene
HWPI gera células fungicas incapazes de formar complexos estaveis com as células
epiteliais bucais do hospedeiro, sugerindo a participagédo da proteina Hwpl nesse
processo. Além disso, esses mutantes apresentam capacidade reduzida em causar
candidiase sistémica em camundongos (STAAB et al., 1999).

Os eventos que ocorrem apos a adesado do fungo as células do
hospedeiro ndo sao completamente conhecidos. Provavelmente, a conversdo das
formas leveduriformes para hifas e pseudohifas e a secre¢cao de enzimas hidroliticas
promovem a invasao dos tecidos subepitelial e subendotelial, atingindo o
compartimento vascular.

A diferenciacao celular entre forma leveduriforme para filamentosa
(dimorfismo/morfogénese) de C. albicans pode ser induzida in vitro. Até o momento,
nenhum fator especifico indutor da diferenciagdo celular foi identificado. Alguns
fatores ambientais podem favorecer a filamentacdo nessa levedura, tais como:
temperatura entre 37 a 40 °C, pH ao redor de 7,0, células em fase estacionaria de

crescimento (AHRENS et al., 1983), meio de cultura suplementado com 10 mM de
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AMPc (BAHN; SUNDSTROM, 2001) e a presenca de algumas substancias quimicas

como N-acetil-D-glucosamina (CHO et al., 1994), aminoacidos, biotina, compostos

sulfidrilas, grupo heme, zinco e o soro. E ainda, altas concentragbes de fosfato

(superior a 600 mM) induzem o desenvolvimento de pseudohifas, que sao

observadas em baixa freqiéncia em culturas in vitro (HORNBY et al., 2004).

Algumas observacgdes conduzem a hipétese de que o dimorfismo € um fator de

viruléncia para os fungos:

1.

A formagéo de filamentos é estimulada a 37 °C, pelo soro e em
pH 7,0, condicbes que mimetizam o ambiente humano.

Os tubos germinativos sdao mais aderentes as células de
mamiferos quando comparadas as formas leveduriformes. A
delecdo do gene HWP1 (STAAB et als., 1999) produz um
mutante incapaz de aderir a células epiteliais humanas.

As formas filamentosas sao resistentes a lise pelos macréfagos.
Apoés infeccdo de macrofagos (40 a 60 minutos) as células
leveduriformes de C. albicans, transformam-se em pseudohifas
que continuam o crescimento até o rompimento dos mesmos
(LO et al., 1997).

Para a maioria dos fungos dimdérficos, as formas filamentosas
parecem favorecer a invasdo tecidual do hospedeiro. O
crescimento das hifas pode gerar uma pressao significativa para
a penetracao dos tecidos [BRANDT et al., 2007 (Figura 4)].
Expressdo diferencial de genes que codificam para aspartil
proteases, outro fator de viruléncia, durante a fase de
filamentagcdo (CHEN et al., 2003) e correlagdo com capacidade
de degradar e causar danos teciduais (SCHALLER et al., 1999)
e invasao de orgaos (FELK et al., 2002).

A inativagdo de genes que participam do processo de
filamentagdo diminui a viruléncia do fungo em modelos animais,
tal como ocorre para os genes TUP1l (BRAUN; JOHNSON,
1997) e INT1 (GALE et al., 1998).
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Figura 4 — Hifa de C. albicans em epitélio do estdbmago de
camundongo (X 4.250).
Fonte: http://www.gsbs.utmb.edu/microbook/ch073.htm.

Além da transicido levedura-hifa, C. albicans é capaz de sofrer um
tipo de mudanca morfologica denominada “switching” fenotipico, facilmente
visualizado através da morfologia colonial. Uma célula pode se multiplicar e dar
origem a varios tipos de colbnias diferentes, mesmo em auséncia de um sinal
especifico. Esse fendbmeno ocorre espontaneamente em freqliéncia relativamente
maior que a mutagao. Antony et al. (2007) realizaram um estudo comparativo da
expressdo de fatores de viruléncia entre as diferentes morfologias coloniais de
C.albicans. Esse trabalho mostrou que ha uma variacdo no potencial virulento,
dependendo da forma apresentada pela levedura. Além disso, essa elevada
variacdo morfolégica aumenta a chance de adaptacao e sobrevivéncia em diversos
ambientes dessas cepas, apresentando, portanto, certa vantagem em relacdo a
outras menos variaveis.

As enzimas hidroliticas estdo envolvidas em processos nutricionais e
metabdlicos. Em processos infecciosos essas enzimas podem degradar moléculas e
contribuir na invasao das células e tecidos do hospedeiro. Os danos teciduais e
celulares nos sitios onde se encontram os organismos séo caracteristicas de muitas
infeccbes causadas por fungos. Entre os fatores que contribuem para esse processo
estdo proteases, fosfolipases e lipases (van BURIK; MAGEE, 2001).

As aspartil proteases sdo enzimas da familia pepsina, principais
responsaveis pela atividade proteolitica extracelular de C. albicans. Os componentes
dessa familia caracterizam-se pela presenga de dois dominios contendo o motivo
Asp-Thr/Ser-Gly (acido aspartico-treonina/serina-glicina) no qual os residuos de

acido aspartico participam da atividade catalitica. Geralmente apresentam melhor
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atividade em pH acido e sédo especificamente inibidas por pepstanina A (DUNN,
2002). Sao diferencialmente expressas em processos infecciosos (STAIB et al.,
2000), e em condi¢gdes ambientes distintas, por exemplo, expressédo de Sap2 € mais
acentuada em pH &cido, enquanto de Sap4/6 ocorre em pH neutro (HUBE et al.,
1994).

Secrecao de proteases parece ter um papel importante na viruléncia
de C.albicans (ANTONY et al. 2007). Sua funcgéo € lesar a integridade de proteinas
estruturais e afetar o padrao arquitetonico dos tecidos (JAYATILAKE et al. 2006) e
moléculas de defesa do hospedeiro (KAMINISHI et al.,, 1995). Podem ainda,
contribuir para a adesao ao tecido do hospedeiro (WATTS et al., 1998; BORG-von
ZEPELLIN et al., 1999). O uso de organismos mutantes tem mostrado que as SAP1,
SAP2 e SAP3 contribuem significativamente na invasado do epitélio oral, vaginal e
cutaneo (De BERNARDIS et al, 1999a; SCHALLER et al.,1999, 2000), enquanto as
SAP4, SAP5 e SAP6 sao importantes para infecgdes sistémicas (FELK et al., 2002;
SANGLARD et al., 1997). Vilanova et al. (2004) avaliaram SAp 2 como vacina em
camundongos e obtiveram prote¢cdo imune contra infecgao sistémica por C.albicans.

Atividade proteolitica também foi encontrada na maioria das outras
espécies de Candida, incluido C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (ZAUGG et
al., 2001; OKSUZ et al., 2007).

O termo fosfolipases descreve um grupo heterogéneo de enzimas
com habilidade de hidrolisar uma ou mais ligagdes éster em glicerofosfolipideos.
Essas enzimas também sao secretadas por outros fungos, como Aspergillus
fumigatus e Cryptococcus neoformans, e ainda por muitas bactérias e protozoarios
patogénicos, como Listeria sp, Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis,
Toxoplasma gondii e Entamoeba histolytica (SCHALLER et al., 2005).

Ibrahim et al., (1995) mostraram que isolados clinicos de C. albicans
provenientes do sangue de pacientes com candidiase disseminada apresentaram
maior atividade de fosfolipase quando comparado aos isolados de cavidade oral de
individuos saudaveis (comensais). Por outro lado, Ribeiro et al. (2004) mostraram
que amostras de Candida isoladas do trato respiratério de pacientes com candidiase
sistémica produzem maiores quantidades de fosfolipases do que as isoladas de
sangue. Leidich et al., (1998) mostraram que a delegdo do gene PLB1 reduz

drasticamente a capacidade de invasao do fungo nas células hospedeiras.
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O contato da levedura com uma superficie pode gerar, além da
invasao tecidual, a formacgao de biofilme. Biofilmes sdo comunidades complexas de
microrganismos ligados “irreversivelmente” a um substrato abidtico ou bidtico, e
embebidos em uma matriz de polimeros extracelulares (EPS) produzida pelos
mesmos. Esses microrganismos podem apresentar fenétipo alterado em relagao a
taxa de crescimento e sensibilidade a determinados agentes antimicrobianos,
estresse ambiental e fagocitose (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Segundo Chandra et al. (2001), a formacdo do biofime de C.
albicans ocorre basicamente em trés fases distintas na superficie de uma lamina de
polimetiimetacrilato. Na fase inicial (0 a 11 horas), ocorre a predominancia de
blastoconideos aderidos a superficie da lamina, que aumentam em numero com o
decorrer do tempo, formando uma camada espessa de células (microcolénias do
fungo). A fase intermediaria (aproximadamente 12 a 30 horas) é caracterizada pela
emergéncia e predominancia de material ndo celular que recobre as microcélonias.
Durante a fase de maturagcdo, além dos blastoconideos, hifas podem ser
visualizadas em grande quantidade. A produgédo da EPS aumenta com o tempo de
incubagao e as comunidades estdo completamente cobertas pela mesma. Essa EPS
contém carboidratos, principalmente glicose, proteinas, fésforo e hexosamina
(BAILLIE & DOUGLAS, 2000; AL-FATTANI & DOUGLAS 2006). Essa arquitetura
também pode ser observada em biofilmes formados por outras espécies de Candida.
Resultados recentes de nosso laboratério mostraram a cinética de formacgao do
biofilme de C. tropicalis. Nas primeiras trés horas, microcoldnias distintas, compostas
principalmente por células leveduriformes, sdo formadas na superficie de cateter de
PVC (polyvinil chloride). Durante a fase de crescimento (6 — 24 h) grande quantidade
de formas filamentosas pode ser observada e o biofilme maduro consiste de uma
rede densa de leveduras e filamentos (BIZERRA et al., 2007).

A maioria dos quadros de candidiase esta associada com a
formagao de biofilme, seja em superficie abiodtica (dispositivos médicos: cateteres,
préteses, marca-passo) ou bidtica (epitélio) (DONLAN & CONSTERTON, 2002;
DOUGLAS, 2003; RAMAGE et al., 2006; VALENTIN et al., 2007).

Uma das caracteristicas clinicamente mais marcantes do biofilme é a
sua resisténcia aos antifungicos e mecanismos de defesa do hospedeiro. Dessa

forma, infeccdes associadas a formacdo de biofiime representam uma fonte
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permanente de infec¢ao de dificil tratamento Varios mecanismos sédo propostos para
explicar essa resisténcia, tais como:

1. Efluxo dos antifungicos por canais especificos (MUKHERJEE et
al., 2003);

2. Densidade celular elevada, dificultando a penetracdo dos
agentes quimicos (SAMARANAYAKE et al., 2005; PERUMAL et
al., 2007);

3. A taxa de crescimento diminuida devido a limitacdo de
nutrientes, afetando dessa forma a composi¢ao superficial das
células e consequentemente a sensibilidade microbiana aos
agentes antifungicos (KUMAMOTO, 2002).

4. Existéncia de células persistentes que sdo protegidas de todos
0os agentes antimicrobianos. Essas células ndo crescem nem
morrem em presenga dos antimicrobianos, exibindo tolerancia
aos mesmos (SHAH et al., 2006).

5. Expressao diferencial de genes (MUKHERJEE et al., 2003;
BIZERRA et al, 2007)

2.1.4 Antifungicos

A terapia de uma micose sistémica € muito dificil, especialmente
quando a resisténcia aos antifungicos € um dos fatores que contribuem para a falha
do tratamento. Além da resisténcia, outros fatores, sendo eles relacionados ao
hospedeiro -- estado imunolégico, local e severidade da infec¢do, uso correto dos
medicamentos, ou associados as caracteristicas da droga -- dosagem, modo de
acao (fungistatico/fungicida), propriedades farmacocinéticas e interagdes
medicamentosas (MAIDA et al., 2007) contribuem para o sucesso do tratamento.

Numa comparagdo com infecgdes bacterianas, poucas drogas
antifungicas s&o disponiveis. Isso € atribuido a natureza eucaridtica das células
fungicas e a dificuldade de encontrar alvos ndao compartilhados pelas células do

hospedeiro humano (LI et al., 2008). Por muitos anos, anfotericina B e flucitosina
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foram os Unicos agentes antifUngicos disponiveis para infecgbes invasivas
(CATALAN & MONTEJO, 2006).

Os antifungicos disponiveis podem ser agrupados em derivados
azélicos, poliénicos, tiocarbamatos, alilaminas, griseofulvina e 5-fluorcitosina
(MEINERZ, 2007). Componentes da parede celular ou membrana (quitina B-1,3
B1,6-glucanas, ergosterol) tém sido os principais alvos das 5 classes de antifungicos
usadas atualmente, com excegdo da fluocitosina, que apresenta um efeito
antimetabolico (BALKIS et al., 2002).

Os antifungicos azdlicos (Figura 5) inibem a sintese de ergosterol,
sendo os mais usados atualmente. Entretanto seu uso é limitado, ja que se trata de
um fungistatico e depende do sistema imune do paciente para eliminar a infecgao,
sendo, portanto, ineficiente em casos de neutropenia profunda ou imunossupressao
(LI et al., 2008).
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Figura 5 — Estrutura quimica dos derivados triazolicos em uso clinico. Voriconazol e
ravuconazol sao derivados triazdlicos relacionados ao fluconazol. Enquanto o
posaconazol é relacionado ao itraconazol. Em destaque a presenga de trés
atomos de nitrogénio no anel azdlico.

Fonte: http://med.javeriana.edu.coffisiologia/fw/c783.htm.

Posaconazol

O uso continuado de azdlicos, principalmente fluconazol, vem
selecionando cepas intrinsecamente mais resistentes, dificultando o tratamento das

infeccbes sistémicas. Rana et al. (2004) relataram que pacientes que receberam
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terapia preventiva com fluconazol desenvolveram candidemias por espécies nao-
albicans, sugerindo que o aumento na incidéncia de infecgdes por essas espécies
esteja relacionado ao uso em larga escala desse antifungico. Alguns mecanismos de
resisténcia aos derivados azolicos tém sido propostos:
1. Ativacao de bombas de efluxo com consequente diminuicido no
acumulo dos antifungicos no meio intracelular (ALBERTSON,
1996;  WHITE, 19973; 1998; SANGLARD, 1999;
KONTOYIANNIS & LEWIS 2002; MORSCHHAUSER, 2002);

2. Expressdo aumentada dos genes que codificam as proteinas
transportadoras do sistema de efluxo dos antifungicos (FRANZ
et al., 1998; WHITE et al., 2002)

3. Alteracdo da molécula alvo (14 o lanosterol demetilase) ou
outras enzimas envolvidas na via de biossintese do ergosterol
(WHITE, 1997a; SANGLARD et al., 1998; WHITE et al., 2002);

4. Expressao aumentada de ERG11, gene que codifica a enzima
14 o lanosterol demetilase (WHITE, 1997b);

5. Alteracao na via de biossintese de ergosterol (SANGLARD et al.,
2003).

Em um estudo recente, Uppuluri et al. (2008) apresentaram como
hipétese para a resisténcia ao fluconazol a expressdao aumentada de calcineurina.
Calcineurina € uma fosfatase ativada por calmodulina, e controla varios processos
fisiologicos das células fungicas, como homeostase de cations, morfogénese,
sensibilidade a antifungicos e viruléncia. Testes com fluconazol combinado com
inibidores de calcineurina mostraram eficacia mesmo em células presentes em
biofiimes, e resistentes ao fluconazol.

Voriconazol € um triazol de segunda geragdo, derivado do
fluconazol, mas com poténcia e espectro de atividade antifungica muito superiores
(QUINDOS et al.,, 2007). Em um estudo realizado por Da Matta et al (2007)
voriconazol foi o triazol com maior atividade in vitro contra Candida sp. O itraconazol
apresenta efeitos semelhantes ao fluconazol, mas seu efeito téxico ja foi observado,
com aumento significativo das enzimas hepaticas. Seu uso prolongado aumenta a
eliminagao do farmaco no soro, contribuindo ainda mais para a toxicidade hepatica
(ODDS et al. 2004). Pozaconazol € um novo triazol com atividade in vitro contra

fungos patogénicos, incluindo Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus spp. e
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Histoplasma spp. (CARRILLO-MUNOZ et al., 2005). Em um estudo realizado por
Cuenca-Estrella et al. (2006) pozaconazol apresentou alta atividade contra isolados
de Cryptococcus neoformans, Dipodascus sp, Saccharomyces sp, Trichosporon sp,
e Rhodotorula sp. Pozaconazole € o medicamento mais indicado para tratamento de
infeccbes por espécies emergentes ou micoses causadas por isolados resistentes
ao fluconazol.

A anfotericina B (Figura 6) é um antifungico poliénico produzido
naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodosus e, por aproximadamente 30
anos, era a unica substancia disponivel para o controle de infec¢gdes graves
causadas por fungos. O mecanismo preciso pelo qual o efeito fungicida desse
farmaco ocorre ainda € obscuro, entretanto sua atividade esta diretamente
relacionada a desestabilizacdo da membrana citoplasmatica e extravazamento do
conteudo intracelular da célula fungica sensivel. Esse processo é resultado da
ligacdo da anfotericina B ao ergosterol das membranas citoplasmaticas dos fungos.
Apresenta atividade fungicida altamente eficaz e € a droga de escolha para
pacientes imunocomprometidos, (FILIPPIN et al.,, 2006). A desvantagem é sua
toxicidade, reduzindo o fluxo sanguineo para os tubulos renais e glomérulos
(REDMOND et al., 2007).

] OH OH OH oH O OH

Figura 6 — Estrutura quimica dos derivados poliénicos. 1. Anfotericina B. 2. Nistatina. A
diferenca entre os farmacos reside na posigcao da hidroxila em destaque.
Fonte: http://www.gb.fcen.uba.ar/microinmuno/SeminarioAntibioticos2.htm.
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Novos agentes antifungicos, como as equinocandinas (caspofungina,
micafungina e anidulafungina.) sédo eficientes, porém de elevado custo (REDMOND
et al., 2007). Essas substancias inibem a biossintese da parede celular e s&o uteis
em terapias para aspergiloses e candidiases invasivas, mas ainda ndo sao usadas
rotineiramente (SCHEINFELD, 2007). Carrillo-Munoz et al. (2008) testaram a
atividade de caspofungina em 184 isolados clinicos de Candida sp. Seus resultados
mostraram uma boa eficiéncia do antifungico, com 72% dos isolados sensiveis a
essa substancia. Além disso, caspofungina tem mostrado atividade sobre células
sésseis presentes em biofilmes fungicos (BACHMANN et al., 2002; KUHN et al.,
2002b; RAMAGE et al., 2002b; CHOI et al., 2007). Quando comparado com outros
agentes antifungicos eficazes em infec¢des sistémicas, caspofungina apresentou
tolerabilidade, com menor potencial de interagdo medicamentosa (AGARWAL et al.,
2006).

A resisténcia adquirida aos antifungicos, como dito anteriormente, é
um grave problema enfrentado atualmente. A Tabela 2 mostra exemplos de fungos

que apresentam resisténcia inata aos agentes antifungicos.

Tabela 2 — Microrganismos que apresentam resisténcia inata a antifungicos.

Antifangicos Microrganismos resistentes

Anfotericina B Aspergillus terreus, Candida lusitaneae, Trichosporon beigelli,
Scedosporum prolificans

Flucitosina Todos os filamentosos, Zigomicetos, fungos dimorficos,
Trichosporon begelli (ndo é usado isoladamente, devido a alta
resisténcia)

Fluconazol Fungos filamentosos, C. krusei
Itraconazol C .krusei
Voriconazol Zigomicetos, Coccidioides immitis, Trichosporon spp,

Fusarium spp.

Equinocandina Zigomicetos, Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp,
Fusarium spp.

Fonte: Redmond et al. (2007).
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2.2 HEMODIALISE

2.2.1 Definigdo e Funcionamento

Hemodialise € o procedimento utilizado para a substituicdo artificial
dos rins em pacientes com insuficiéncia renal aguda ou crénica, ou ainda que
apresentam intoxicagdo por barbituricos, hipercalemia, hipernatremia, acidose
metabdlica, hiperamonemia e hiperbilirrubinemia. O paciente com insuficiéncia renal
grave (aguda ou crbnica), em geral, tem baixa diurese, retém excesso de liquido
(dgua) e sais, ao nao excretar substancias como uréia, creatinina entre outros
metabdlitos. O acumulo dessas substancias no sangue pode causar graves
disturbios de alto risco (JUNIOR et al., 1983). No Brasil, um censo realizado pela
Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) em 2007 revelou a existéncia de 66.833
pacientes em hemodialise.

Com o uso de um filtro artificial e uma maquina de hemodialise
especifica pode-se substituir adequadamente a fungao dos dois rins, constituindo-se
no chamado rim artificial. A maquina é ligada ao paciente através de um acesso
vascular por onde saem os catéteres. O sangue € bombeado e passa através dos
capilares do filtro artificial, que contém uma membrana filtrante (Figura 7). Por essa
membrana passam a solugdo de didlise (dialisato) e o sangue numa velocidade de
300 mL/minuto (JUNIOR et al., 1983).

O dialisato consiste em um concentrado de substancias quimicas
misturada a agua e sua formulagdo pode variar de acordo com a necessidade do
paciente. Esse fluido deve ter uma composi¢ao quimica idéntica a do plasma de um
individuo saudavel, como mostrado na Tabela 3 (HOENICH & RONCO, 2007).

Essa solugdo ira regular a concentracéo de eletrdlitos no sangue,
uma vez que, quando entram em contato através da membrana semipermeavel
acabam por entrar em equilibrio eletrolitico. Durante a sessao de hemodialise, os
sais em excesso e as toxinas que deveriam ser eliminadas pelos rins passam para a
solucado dialisadora, por difusdo. Essa €& a chamada circulacdo extra-corporal
(JUNIOR et al., 1983).
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Figura7 - Esquema do processo de hemodialise. O paciente é conectado ao aparelho de
hemodialise através de um acesso vascular. O sangue é bombeado (A) em
direcéo aos filtros (B). O mesmo ¢ feito com o liquido de dialise (C). Quando as
duas solugdes se encontram (B) ocorre um equilibrio eletrolitico e as
substancias toxicas do sangue passam para o dialisato.

Fonte: aol.klickeducacao.com.br

Tabela 3 — Comparacgéo entre a composigao do dialisato e do plasma sanguineo.

Dialisato (mEqg/L) Plasma (mEq/L)

Eletrolitos Na+ 136 — 140 136 — 145
Cr 99 - 110 98 — 106
K* 0-3 35-5
Ca"™ 1,5 20-2.6
Mg*™ 0,5-1,0 0,8-1,2
Tampao Acetato 25-5
HCO3 27 -39 21-28
Glicose 2,0 0,8-1,2

Fonte: Hoenich e Ronco (2007).

A qualidade do dialisato esta diretamente associada a uma série de
processos, incluindo a purificacdo e a distribuicdo da agua para as maquinas de

dialise, preparo dos concentrados e formulagao do dialisato (WARD, 2004).
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Durante o tratamento de hemodialise, cada paciente entra em
contato com aproximadamente 120 litros de agua. Assim, a qualidade quimica e
microbiolégica dessa agua é essencial para evitar riscos de saude adicionais aos
pacientes. Em geral, a agua potavel de diferentes fontes (rede publica, pogo
artesiano ou outros mananciais) pode ser utilizada apés purificagao, em sistemas de
hemodialise. Os limites aceitaveis em relacdo a presenca de bactérias e endotoxina
em agua e dialisato utilizados para tratamento de hemodialise variam em diferentes

paises (Tabela 4).

Tabela 4 — Limites aceitaveis para presenca de bactéria e endotoxina em agua e
dialisato utilizado em tratamento de hemodialise. Fonte: adaptado de

Ward, 2004.
Agua Dialisato

Referéncia Bactéria® Endotoxina® Bactéria® Endotoxina®
AAMI, RD62, 2001 200 2 NE NE

ERA, 2002 100 0,25 100 0,25
Farmacopéia Européia 100 0,25 NE NE
Farmacopéia Sueca 100 0,25 100 0,25
Ultrapuro 0,1 0,03 0,1 0,03

AAMI: Association for the Advancement of Medical Instrumentation; ERA: European Renal
Association - NE: ndo especificado. #Valores expressosem UFC/mL; *Valores expressos em
EU/mL.

No Brasil, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria — Anvisa (ANVISA —
RDC 154, 2004) estabelece o padrao de qualidade microbioldgico e quimico da agua

tratada para utilizagdo nesses sistemas (Tabela 5).



Tabela 5 — Padrdao de qualidade microbiolégico e quimico da agua
tratada para preparo de solugao de didlise.

Componente

Valor maximo permitido

*Coliforme total
*Contagem de bactérias heterotroficas
*Endotoxinas
**Nitrato
**Aluminio
**Cloramina
**Cloro
**Cobre
**Fluoreto
**Sédio
**Calcio
**Magnésio
**Potassio
**Bario
**Zinco
**Sulfato
**Arsénico
**Chumbo
**Prata
**Cadmio
**Cromo
**Selénio
**Mercurio
**Berilio
**Talio

**Antimonio

Auséncia em 100 mL
200 UFC/mL
2 EU/mL

2 mg/mL

0,01 mg/mL
0,1 mg/mL
0,5 mg/mL

0,1 mg/mL
0,2 mg/mL

70 mg/mL

2 mg/mL

4 mg/mL

8 mg/mL

0,1 mg/mL
0,1 mg/mL
100 mg/mL
0,005 mg/mL
0,005 mg/mL
0,005 mg/mL
0,001 mg/mL
0,014 mg/mL
0,09 mg/mL
0,0002 mg/mL
0,0004 mg/mL
0,002 mg/mL

0,006 mg/mL

A freqiiéncia das analises deve ser mensal (*) e semestral (**).

Fonte: Anvisa RDC 154 (2004).
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Em relacdo ao dialisato, uma amostra colhida diretamente da
maquina ao final da sessdo de hemodialise deve conter no maximo 2000 UFC/mL de
bactérias, e esse monitoramento deve ser mensal (Portaria numero 82, de 3 de
janeiro de 2000 do Ministério da Saude.)

O dialisato pode ser distribuido da seguinte maneira, segundo Couto
et al. (1999): 1) O dialisato é preparado em uma fonte (Central de Distribuigao) a
partir da qual sera levado por tubos e mangueiras de PVC aos aparelhos de dialise;
2) O dialisato é preparado diretamente no tanque da maquina de dialise; 3) Para as
maquinas de proporcdo ha formacao continua do dialisato através da mistura das
solugdes que estdo contidas em locais distintos. Dessa forma, os concentrados A e
B sdo bombeados para a maquina e acrescidos de agua, para chegar a
concentragao final desejada. A solugdo A contém todos os eletrolitos e um tampéo
acido (acetato) e a solugédo B contem o bicarbonato, que n&do pode ser armazenado
com a mistura eletrolitica (ROSNER et al., 2005).

2.2.2 Infeccbes Associadas ao Tratamento de Hemodialise

O ambiente onde muitos pacientes recebem o tratamento dialitico
apresenta oportunidades para a transmissdo de agentes infecciosos. A
contaminagao pode ser através de contato, pessoa a pessoa, com os fluidos de
dialise, de aparelhos, equipamentos ou superficies contaminadas. Além disso, os
pacientes renais crénicos tém um sistema imune comprometido o que os torna
suscetiveis a um grande numero de doencas infecciosas. Segundo Jorda-Marcos et
al. (2007), os fatores de risco para candidemia incluem: colonizagdo por Candida,
cirurgias, nutricdo parenteral e hemodialise.

Como mencionado anteriormente, a agua que serve os Centros de
Dialise vem, em geral, do abastecimento publico e passa por um pré-tratamento
antes de ser distribuida a populagdo. Até a década de 70 acreditava-se que essa
agua seria adequada ao tratamento dialitico, mas, com o passar do tempo, e com o
aumento da sobrevida dos pacientes em hemodialise, problemas de saude
relacionados aos contaminantes quimicos e orgénicos da agua passaram a ser

observados (COUTO et al.,, 1999). Desse modo, existem algumas medidas de
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precaucao que devem ser tomadas para evitar a contaminagao dos equipamentos e
reagentes envolvidos, como: tratamento da agua, preparo e utilizagcdo imediata da
solugdo de dialise, limpeza mensal das maquinas e a nao reutilizagdo dos filtros
(utilizados na filtragem final do sangue).

Bactérias do grupo coliforme sao frequentemente utilizados como
indicadores de contaminagao microbiana da agua de abastecimento (WHO, 2004). A
presenca dessas bactérias pode indicar contaminagéo por outros microrganismos
potencialmente patogénicos de origem fecal humano ou de animais.

Uma variedade de microrganismos pode persistir em ambientes
aquosos, inclusive aqueles associados aos sistemas de hemodialise. A prevaléncia
de bactérias Gram-negativas nesses ambientes tem sido relatada por alguns autores
(AVARNITIDOU et al., 1998; MORIN, 2000; AVARNITIDOU et al., 2003; OIE et al.,
2003). Magalhaes et al., (2004) relataram um surto de bacteremia causada por
Burkholderia cepacia em unidades de hemodialise do Recife — Brasil. A bactéria foi
isolada da agua e também do dialisato utilizados no tratamento de hemodialise.
Posteriormente, Souza et al., (2004) descreveram um outro surto ocorrido na
unidade de hemodialise do Hospital da Beneficiéncia Portuguesa de Sao Paulo —
Brasil. A contaminacéao por B. cepacia foi detectada no sistema de abastecimento de
agua.

Em um estudo realizado em Ponta Grossa, Parana, Borges et al.
(2007) analisaram 72 amostras de agua e dialisato, de uma unidade de hemodialise,
sendo que em 70 destas amostras foram isoladas bacterias Gram-negativas.

Avarnitidou et al., (2000) relataram a presenga de fungos em agua e
dialisato utilizados em hemodidlise. Espécies de Penicillium e Aspergillus foram os
fungos filamentosos mais freqliientemente isolados e entre as leveduras, espécies de
Candida foram as mais prevalentes.

O sistema de abastecimento de agua pode ainda estar contaminado
com Cryptosporidium parvum, um protozoario responsavel pela criptosporidiose em
humanos. Os oocistos desse protozoario ndo séo eliminados pelo cloro utilizado nos
processos de desinfeccdo (KOSEK et al., 2001; LECRERC et al., 2002). Finalmente,
a contaminagao por cianobactérias pode resultar em quadros clinicos importantes,
uma vez que essas bactérias podem produzir toxinas potentes (microcistinas,
nodularinas e anatoxinas) responsaveis por intoxicagdo humana e animal (RAO et

al., 2002). Em Caruaru, Brasil, a presenca de microcistinas na agua foi responsavel
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pela morte de sessenta pacientes em tratamento de hemodialise (CARMICHAEL et
al., 2001; AZEVEDO et al., 2002).

Pacientes em tratamento de hemodialise também est&do em risco de
adquirir infecgdes virais como hepatites B (CHATTOPADHYAY et al., 2005; FINELLI
et al., 2005; TANG & LAI, 2005; WONG et al., 2005), C (ALBUQUERQUE et al.,
2005; FINELLI et al., 2005; TANG & LAIl, 2005), G (RAMOS-FILHO et al., 2004;
TANG & LAI, 2005) e AIDS (EGGERS & KIMMEL, 2004). Entretanto, a adogao de
medidas especificas, como realizacdo de exames laboratoriais semestrais e uso de
maquina e materiais especificos (ANVISA, 2004), tem mostrado uma diminuigdo na
frequéncia de HCV (Virus da Hepatite C) no Brasil (CARNEIRO et al., 2005).

Além da agua, os patdogenos também podem ser introduzidos
durante a hemodiadlise através do acesso vascular. Frequentemente, essas
infeccdes estdo associadas a presenca de um catéter implantado no paciente
(POWE et al., 1999; OLIVER et al., 2000; TOKARS et al.,, 2001; SHARIFF et al.,
2004; SAXENA & PANHOTRA, 2005).

A contaminacdo do paciente por essa porta de entrada pode iniciar—
se, mais frequentemente, a partir da migracdo de microrganismos presentes em
locais proximos ao sitio de inser¢ao do catéter cutdneo (SHARIFF et al.,, 2004;
SAFDAR et al., 2005; SAXENA & PANHOTRA, 2005). Também ocorre devido ao
manuseio do dispositivo implantado, pelos profissionais, com m&os ou materiais
contaminados. Nesse caso, a introdugao dos microrganismos ocorre diretamente no
lumen do catéter (LINARES et al., 1985; GROHSKOPF et al., 2001; SAXENA &
PANHOTRA, 2005). Além disso, contaminagdo hematogénica a partir de outro foco
de infeccado também tem sido relatada (CDC, 2002).

Cocos Gram-positivos sdo os microrganismos mais frequentemente
isolados a partir de quadros de bacteremia e infecgcdo associada a cateter, sendo
Staphylococcus aureus a espécie mais prevalente (MARAJ et al., 2002; KITE et al.,
2004; SHARIFF et al., 2004; FINELLI et al., 2005; GILAD et al., 2005; JABER, 2005).
Entretanto, bactérias Gram-negativas também tém sido associadas a esse tipo de
infeccao (GROHSKOPF et al., 2001; MARAJ et al., 2002; CHANG & CUNHA, 2004;
SHARIFF et al., 2004; GILAD et al., 2005).

Os fungos também tém sido isolados de infecgbes associadas a

cateter em pacientes de hemodialise e espécies do género Candida sao as mais
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freqientes (NGUYEN et al., 1996b; MARAJ et al., 2002; GILAD et al., 2005;
PASQUALOTTO et al., 2005).

2.3 MORCEGOS

2.3.1 Caracteristicas Gerais

Morcegos sdo mamiferos pertencentes a Ordem Chiroptera, palavra
que significa “méao (chiro) transformada em asa (ptera)”. A ordem Chiroptera contém
atualmente quase 1.000 espécies e representa cerca de um quarto de toda a fauna
de mamiferos do mundo (BRETD et al.,1994). A ordem Chiroptera engloba 17
familias, 177 géneros e 925 espécies. Na América Latina esta localizada a mais rica
fauna de morcegos do mundo. No Brasil, os quirépteros representam
aproximadamente um terco dos mamiferos terrestres e o segundo em diversidade
(REIS et al., 2006)

Apesar da abundancia e biodiversidade de quirdpteros no Brasil os
estudos biolégicos e de distribuicdo geografica desse mamifero ainda caminham a
passos lentos em muitas regides do pais. Miretzki (2003) realizou um inventario
sobre a riqueza de espécies de morcegos no estado do Parana. Representantes de
cinco familias foram identificadas nessa regido, que s&o Phyllostomidae (25
espécies; 47% do total), Molossidae (13; 24%), Vespertilionidae (12; 23%),
Noctilionidae (2; 4%) e Emballonuridae (1; 2%). Reis (2005) identificou na regido
centro-leste do Parana 21 espécies de morcegos, distribuidas em trés familias:
Phyllostomidae (com doze espécies), Vespertilionidae (com sete espécies) e
Molossidae (com duas espécies).

A familia Phyllostomidae apresenta a maior diversidade tréfica
dentre todas as familias de mamiferos, englobando insetivoros, carnivoros,
frugivoros, folivoros, nectivoros, onivoros e hematéfagos. A principal caracteristica
morfologica desses morcegos € a presenga de um apéndice dérmico em forma de

folha que se projeta acima das narinas (Figura 8A).
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Vespertillionidae € a familia com maior diversidade e distribuicao
geografica entre os Chiroptera, incluindo 48 géneros e 407 espécies nas regides
tropicais e temperadas do globo (REIS et al., 2007). Os morcegos da familia
Vespertilionidae s&o insetivoros e podem forragear até o topo de arvores altas,
capturando os insetos durante o v6o. Possuem cauda longa, envolta pela membrana
interfemural. Nao possuem folha nasal, com excecao de dois géneros ocorrentes na
Australia [Nyctophilus e Pharotis (Figura 8B)]. Os vespertilionideos apresentam
dimorfismo sexual secundario quanto ao tamanho, sendo as fémeas maiores que o0s
machos. Podem ser encontrados sozinhos ou em grupos muito numerosos,
ocupando grutas, folnagens de arvores e construgdes humanas (REIS et al., 2007).

Todos os morcegos pertencentes a familia Molossidae possuem
cauda que se projeta além da membrana interfemural, s&o conhecidos como
“‘morcegos de cauda livre”. Apresentam asas longas, cuja envergadura varia entre
20 mm e 450 mm. O focinho é largo e de aspecto truncado. Possuem coloragao
marrom, cinza ou preta, pernas curtas com peés estreitos (Figura 8C). Apresentam
dimorfismo sexual em relagdo ao tamanho, sendo os machos maiores que as
fémeas. Abrigam-se em cavernas, tuneis, prédios, ocos de arvores e forros de
casas, onde a temperatura ultrapassa 47 °C. (Reis, 2007). Vivem geralmente, em
colénias numerosas e se alimentam exclusivamente de insetos aéreo capturados
durante o v6o. Sdo os morcegos mais numerosos e frequentes em areas urbanas, ja

que os insetos sao atraidos pela iluminagcédo noturna (BRETD et al., 1994)



Figura 8 — Familias de morcegos mais comumente encontradas no Parana. A: Morcego da
familia Phyllostomidae, Artibeus fimbriatus; B: Morcego da familia

Vespertilionidae, Eptesicus brasiliensis; C: Morcego da familia Molossidae,
Molussus ater.

Fonte: http://www.morcegolivre.vet.br/especies.html
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2.3.2 Morcegos e Fungos Patogénicos

Os morcegos contribuem na dispersdo de sementes, polinizagao de
plantas e reducao de insetos de habitos noturnos (MAYEN, 2003). Por outro lado,
como descrito anteriormente, podem ser reservatorio de varios microrganismos
patogénicos ou potencialmente patogénicos.

A primeira associagdo entre morcegos e fungos patogénicos foi
relatada por Emmons (1958) através do isolamento de Histoplasma capsulatum de
solo contaminado por fezes desses animais. Apds esse trabalho, cerca de 30
espécies de quiropteros foram identificados como hospedeiros para fungos
patogénicos (MOK et al., 1982), principalmente aqueles que habitam centros
urbanos ou locais modificados pelo homem, como regides de desmatamento.

H. capsulatum é um fungo dimérfico presente no solo que pode
colonizar o trato gastrintestinal dos morcegos, contribuindo para a propagacgéo do
fungo no ambiente. Habitats de aves s&o considerados propicios para o
desenvolvimento desse fungo, mas nunca foi documentada infeccdo em passaros,
devido, provavelmente, a sua alta temperatura corporal. Leveduras de H.capsulatum
ja foram isoladas de diversas espécies de mamiferos, mas somente os morcegos
tém papel importante na etiologia dessa micose. Ja foram isolados amostras desse
fungo em guano de morcego e solos proximos de arvores, casas e pontes (HOFF &
BIGLER, 1981; TAYLOR et al., 1999).

A histoplasmose € wuma infeccdo sistémica que resulta
primariamente da inalacdo de esporos fungicos presentes no solo. Em pacientes
imunocompetentes, aproximadamente 95% das infecgdes sao assintomaticas. O
quadro clinico pode mimetizar um resfriado, com febre, calafrio, mialgia, cefaléia e
tosse seca. Em casos mais graves pode ocorrer insuficiéncia respiratoria. A forma
disseminada caracteriza-se pela presenca de um foco extrapulmonar, que pode
variar de lesbes na orofaringe e laringe (em pacientes imunocompetentes) a
acometimento de multiplos 6rgaos (paciente imunodeficiente), (SIDRIM & ROCHA,
2004).

Outras espécies fungicas patogénicas ou potencialmente
patogénicas também foram isoladas a partir de fezes e érgédos de morcegos (Tabela
6).
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Tabela 6 — Exemplos de fungos isolados de excretas ou érgédos de morcegos.

Fungo Infeccéo Referéncia

Histoplasma capsulatum Histoplasmose Emmons, 1958; Taylor et
al., 1999

Paracoccidioides brasiliensis Paracoccidioidomicose Greer & Bolanos, 1977
Cryptococcus spp Criptococose Mok et al., 1982
Blastomyces dermatitides Blastomicose Randhawa et al., 1985
Candida spp Candidiase Oyeka, 1994
Trichosporon spp Dermatofitoses Sugita et al., 2005
Microsporum spp Dermatofitoses Bredt et al., 1994

Fonte: adaptado de Bredt et al., 1994.

Excretas de aves, principalmente pombos, sdao consideradas as
maiores fontes de leveduras patogénicas em todo o mundo (CARFACHIA et al.,
2005). Mas, como os pombos, os morcegos também devem ser considerados como
importantes hospedeiros para essas leveduras, ja que apresentam as condi¢des
necessarias para crescimento e dispersdo das mesmas.

Morcegos insetivoros e frugivoros, os mais comumente encontrados
em areas urbanas, podem se instalar durante o dia em forros de casas, dutos de
ventilagdo, pordes, chaminés. A noite, eles geralmente saem para se alimentar e
utiizam as copas das arvores como abrigos noturnos (BRETD et al.,1994). A
propagacao de doengas através desses animais ocorre ndo somente pela mordida
ou contato direto, mas também pela contaminagao do ambiente, seja com fezes ou
restos de alimento, que o animal rejeita apdés mastigagdo. (DOBSON, 2005). Dessa
forma, facilmente podemos entrar em contato com esses animais, ou seus dejetos

estando sujeitos a contaminagao por microrganismos danosos a saude humana.
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3 ANALISE GERAL DOS RESULTADOS

Nesse capitulo apresentaremos os resultados obtidos nos dois
trabalhos. Serdo apresentados também resultados que nao foram mostrados nos
artigos. A Tabela 7 mostra os resultados de identificacdo, determinacao do perfil de

sensibilidade ao fluconazol e produgao de biofilme.

3.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DAS LEVEDURAS

Em nossos trabalhos, analisamos leveduras obtidas de duas fontes
diferentes. Foram identificadas e caracterizadas 6 amostras isoladas de dialisato de
uma clinica de hemodialise situada em Ponta Grossa-PR, juntamente com 7
amostras obtidas de morcegos urbanos.

O dialisato apresentou maior diversidade de espécies fungicas, onde
foram isolados representantes de trés géneros de leveduras, Candida, Cryptococcus
e Saccharomyces. Em morcegos a maioria das leveduras pertence ao género
Candida e um isolado foi identificado como Saccharomyces cerevisae.
Provavelmente o ndo isolamento de H. capsulatum em amostras de morcegos deve-
se ao fato da temperatura de incubagdo das culturas a 37 °C.

C. famata, como discutido no Artigo 1, € um fungo saprofita que vive
na pele e membrana mucosa de animais. Entretanto, relatos de infeccdes
associadas a essa levedura tém sido descritos na literatura, tais como endoftalmite
(RAO et al., 1991), peritonite (QUINDOS et al., 1994), infeccdo do sistema nervoso
central (PRINSLOO et al., 2003). No caso de peritonite, o paciente realizava dialise
peritoneal. Recentemente, essa espécie tem sido isolada de individuos HIV positivos
apresentando candidiase orofaringea (MIGLIORATI et al., 2004), de um caso de
retinopatia aguda (CARRASCO et al., 2005), de infeccao do mediastino (AHMED et
al., 2005), e de paciente transplantado (WAGNER et al., 2005).
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Tabela 7 — Caracterizacdo das amostras de leveduras isoladas de dialisato e

morcegos.
Isolado  Identificacdo® Protease” Fosfolipase® Hemolisina® Biofilme® Flucona
zol®

Dialisato

D4 Cryptococcus 0,36 B-hemolise 30,3 128,0
albidus

D9 Candida 0,28 B-hemodlise 50,2 128,0
lusitaniae

D12 Cryptococcus 0,38 a-hemolise 30,2 128,0
laurentii

D12sa Candida famata 0,33 a-hemolise 70,5 0,5

D16 Saccharomyces 0,44 B-hemodlise 50,2 4.0
cerevisiae

D19 Candida famata 0,25 B-hemdlise 43,7 2,0

Médiatdp 0,34+0,06 45,9+15,07

Morcego

M8 Candida 0,33 a-hemolise 32,8 2,0
parapsilosis

M12 Candida krusei 0,34 a-hemolise 37,9 8,0

M13 Candida 0,29 a-hemolise 36,8 2,0
parapsilosis

M34 Candida 0,29 a-hemolise 49,9 32,0
lusitaneae

M39 Saccharomyces 0,35 a-hemolise 38,1 16,0
cerevisiae

M41 Candida 0,20 a-hemolise 41,3 2,0
pelliculosa

M56 Candida 0,38 a-hemolise 43,9 4,0
guilliermondii

Médiatdp 0,31+0,05 40,1+5,55
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2. Identificagdo baseada em critérios fenotipicos padrdes.

b Atividade enzimatica foi avaliada em meio de cultura contendo 0,6% de caseina de leite
(Molico) e 4,0% de gema de ovo como substratos para protease e fosfolipase,
respectivamente. Pz = 1, negativo; 0,64 < Pz < 1, baixo; 0,30 < Pz < 0,64, intermediario; Pz
< 0,30, altamente positivo. O indice Pz foi determinado por meio da razao entre o didmetro
da colbnia e o didmetro da col6nia somado ao didmetro do halo de degradacao/precipitagao
(Price et al., 1992).

°. A atividade hemolitica foi avaliada em meio de cultura suplementado com 3% glucose e
5% sangue de carneiro. +, positivo e - negativo para a atividade hemolitica.

4 A formacdo de biofilme foi avaliada em placas de 96 pocos de poliestireno. A %Tbloc
(porcentagem de transmitancia bloqueada) foi determinada pela férmula: %Tblog = %Tbloq
do teste - %Tblog do branco da reagdo. %T bloc < 5, negativo; %T bloqueada=5-20, +
(fracamente); %T  bloc=20-35, ++ (moderadamente); %T bloc=35-50), +++
(moderadamente); %T bloc > 50, ++++ (fortemente produtor de biofilme).

€. A concentragdo inibitéria minima de fluconazol foi avaliada pelo método da microdiluicao
em caldo de acordo com as normas preconizadas em Clinical and Laboratory Standards
Institute [CLSI (M27-A2 document, NCCLS, 2002)]. MICs 264 pg/ml, resistente, MIC entre
16-32 ug/ml, sensivel, dose dependente e MICs < 8 ug/ml, sensivel.

Entre as espécies do género Cryptococcus, C. neoformans é
encontrado no ambiente e em fezes de pombos, e representa a espécie mais
freqUente nos casos de infecgcdo. Esse fungo oportunista pode ser inalado e causar
um quadro denominado criptococose (SIDRIM & ROCHA, 2004). Em nosso trabalho,
encontramos duas espécies pertencentes a esse gentero: C.albidus e C.laurentii. A
primeira tem sido associada a quadros de infec¢cdo cutanea (NARAYAN et al., 2000)
e ceratite apds transplante de cérnea (DE CASTRO et al., 2005).A segunda espécie,
a candidemia de recém nascido prematuro (CHENG et al., 2001) e de paciente com
ganglioneuroblastoma (AVERBUCH et al., 2002). C. laurentii também foi isolado da
orofaringe de pacientes imunossuprimidos (BAUTERS et al., 2002).

Um isolado de C.guilliermondii foi encontrado em fezes de morcegos
urbanos. A maioria dos casos de infecgdo por C. guilliermondii esta associado a
pacientes com cancer (MEDEIROS, 2007). Como relatado por Krcmery & Barnes
(2002), durante um periodo de 40 anos (até) 1990, somente 10 casos de fungemia
por C. guilliermondii foram relatados, enquanto que 33 casos foram relatados entre
1990 e 2002, mostrando o aumento na prevaléncia desse microrganismo como
agente de candidiase. Nesse mesmo trabalho, C. krusei foi a terceira maior causa

de fungemia (10-35% dos casos) entre as leveduras nao-albicans.
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C. parapsilosis também ¢é um patégeno de grande importancia,
principalmente em neonatos e pacientes pos-cirurgicos, tendo ja sido relatados
casos de infecgbes relacionadas a cateteres de dialise e valvulas cardiacas (KUHN
et al. 2004).

Finalmente, a importancia de S. cerevisiae esta mais associada a
sua utilizacdo em processos fermentativos. Entretanto, varios relatos tém sido
descritos a respeito de infecgdes invasivas ocasionadas por essa levedura. Enache-
Angoulvant & Hennequin (2005), fizeram uma compilagdo dos casos ja relatados de

infeccao por Saccharomyces sp. sendo 40% dos caso ocasionados por S.cerevisiae.

3.2 Caracterizagao das Leveduras

A morfologia das leveduras isoladas de morcego foi observada em
preparagdes microscopicas a fresco, como mostra a Figura 9. Para tanto, os
isolados foram cultivados em caldo Sabouraud a 35 oC durante 24 h. Somente no
isolado M12 (C. krusei) foi observado a presenca de filamentos. Embora nao
tenhamos avaliado as dimensdes das células leveduriformes, foi possivel observar
em microscopia de luz que os isolados M13, M34 e M39 apresentaram maiores

tamanhos.
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Figura 9 — Microscopia de luz dos isolados de morcegos urbanos. A: M8; B: M12; C: M13;
D: M34; E: M39; F: M56; G: C.albicans

Também realizamos uma cinética de crescimento dos isolados de
morcego, comparando com C. albicans. Assim, 1,0 x 10° células foram inoculadas
nos pogos da placa de poliestireno contendo 200 pL de caldo Sabouraud. A
densidade optica (DO) das culturas foi determinada apds h de incubagéo a 35° C. A
Figura 10 mostra os resultados obtidos. Em geral, todos os isolados apresentaram
DOs menores, apos 48 h de incubagao, quando comparados com C. albicans. Entre
os isolados de morcegos, o que apresentou maior DO foi M39 (S. cerevisiae)

seguido por M8 (C. parapsilosis).
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Figura 10 — Curva de crescimento das leveduras isoladas de morcego. CA: C.
albicans.

Em relagdo aos fatores de viruléncia, o isolado D19 (C. famata) foi
descrito no Artigo 1 e comparando ao isolado D12sa apresentou diferenca
significativa na capacidade de formacado de biofilme (Figura 11). Também em
relacdo a atividade hemolitica, D19 e D12sa foram positiva e negativa,
respecticamente.

Independentemente da origem dos isolados, todos apresentaram
atividade de protease (Figura 12), foram negativos para fosfolipase e apresentaram
capacidade para formacao de biofilme. Os valores médios dos isolados n&o diferiram
significativamente entre os ensaios de protease e biofilme, embora trés isolados de
dialisato (D9, D12sa, D16) apresentassem alta capacidade de formacgéo de biofilme.
Em relacao a atividade hemolitica, todos os isolados de morcego produziram alfa-
hemolise em presenca de sangue de carneiro. Somente duas amostras provenientes
de dialisato apresentaram alfa-hemdlise e as demais foram consideradas positivas

(beta-hemoilise).
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Figura 12 — Analise da atividade proteolitica dos isolados. A: isolados de morcegos.B:

isolados de dialisato.
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Figura 13— Comparagao entre as populagdes com relagado aos fatores de viruléncia. A:
producédo de biofilme. B: atividade proteolitica das amostras.

3.3 CONSIDERACOES FINAIS

A presenca das leveduras no dialisato e em morcegos levanta varios
aspectos importantes como: 1) Fontes em potencial de infeccao para pacientes
debilitados; 2) Desenvolvimento de infecgbes sistémicas; 3) Formagao de biofiime
nas superficies do hospedeiro. Ainda em relacdo ao dialisato, podemos incluir 4)
Formacao de biofilme nos sistemas hidraulicos, que sao de dificil remogao com os
processos usuais de desinfeccao; 5) Reagdes pirogénicas decorrentes dos produtos
microbianos.

Em relagdo ao dialisato, a qualidade da agua e dos fluidos de dialise
€ o fator crucial para prevencdo da contaminagao de todo o circuito do tratamento
dialitico (unidade de hemodialise e acesso vascular no paciente).

O processo de desinfeccdo dos sistemas hidraulicos das unidades
de hemodiadlise tem como objetivo eliminar ou reduzir os microrganismos, desde a
chegada da agua até o tratamento, preparo e distribuicdo do dialisato para as
maquinas de dialise. Tradicionalmente esse processo € realizado com solugdes
contendo hipoclorito de sddio ou acido peracético, que devem ser retirados apos o
tempo de exposicdo determinado. As amostras de dialisato desse trabalho
mostraram-se sensiveis ao hipoclorito de sédio nas condi¢gdes empregadas durante

o processo de desinfecgdo das maquinas (concentragéo de 0,05% durante 10 min).
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Entretanto, as células sésseis presentes nos biofilmes mostraram-se resistentes,
mesmo apods exposi¢cao de 120 min ao hipoclorito de sdédio.

Varios tratamentos alternativos tém sido propostos para prevengao
da contaminacdo exemplificados como: uso de membranas de ultrafiltracdo para
eliminagao de microrganismos (OIE et al., 2003) e pirogénios (LONNEMANN et al.,
2001) antes da entrada do dialisato no dialisador; uso de dialisato ultrapuro (WARD,
2004); desenvolvimento de cateter resistente a infec¢ao por interferir na colonizagéo
microbiana (SAXENA & PANHOTRA, 2005). Sistemas que utilizam a pasteurizagao
da agua também sao disponiveis, mas devido ao alto custo ndo sdo muito utilizados
(WARD, 2004).

Os resultados obtidos no nosso trabalho sugerem, de uma maneira
geral, um potencial patogénico para as leveduras isoladas de dialisato. Outros
estudos deverdo ser realizados para avaliar o papel dessas espécies no
desenvolvimento de processos infecciosos no homem.

Os morcegos urbanos, como ja discutido anteriormente, podem ser
encontrados nos mais diversos locais, desde troncos de arvores até forros de casas.
A presenca de leveduras potencialmente patogénicas nas fezes desses animais
aumenta os riscos de infeccdo em pacientes debilitados. Portanto a presenca de
morcegos em centros urbanos ou habitados deve ser controlada, uma vez que

podem ser fontes de infecgdo humana.
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Abstract

Candida famata is an opportunistic microorganism found as commensal in the
mucous membranes of animals. This species has been emerged as potential
pathogen that causes several types of infections in human and animals. In this study,
the potential pathogenic of C. famata isolated from hemodialysis dialysate was
evaluated. Initially, the dialysate isolate was inoculated in Swiss mice and after five
days 75% animals died. The microorganism was recovered from liver and spleen
homogenates in SD agar. Both isolates were assayed regarding putative virulence
factors. In addition, the biofilm formation capacity and antimicrobial susceptibility
pattern were determined. Both isolates presented hemolytic and protease activities,
and were phospholipase negative. Planktonic cells of both were susceptible to
fluconazole and sodium hypochlorite whereas the sessile counterparts’ cells were
resistant to them. There was no significant difference on the results obtained for the
dialysate and post-infection C. famata isolates, except for biofilm formation. This
article presents novel data in the putative virulence attributes of this opportunistic

yeast.

Keywords: Candida famata, dialysate, virulence factors, antifungal, biofilm.

INTRODUCTION

Candida species are among the most common fungal opportunistic
pathogens. They are commensal microorganisms of mucosal surfaces of healthy
individuals but can cause localized mild infection as well as life-threatening
disseminated candidiasis, mainly in immunocompromised patients (SOLL, 2002). The
incidence of invasive Candida infections has increased dramatically in recent years
(PFALLER et al., 1998; KAO et al., 1999; DIEKEMA et al., 2002; HAJJEH et al.,
2004; LAUPLAND et al., 2005; NUCCI & COLOMBO, 2007). Several risk factors are
associated with invasive candidiasis including the use of central venous catheters,

parenteral nutrition, immunosuppressive and broad-spectrum antibiotic therapies. In
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addition, underlying conditions such as diabetes mellitus, cancer patients and
transplant recipients may all be risks (LAUPLAND et al., 2005; RUNKE, 2006).

Patients receiving long-term hemodialysis are also at increased risk of
bloodstream infections by a number of microorganisms, including Candida spp
(LAUPLAND et al., 2005; PASQUALOTTO et al., 2005). Inadequate catheter care,
contamination of the water supply and dialysates, and inefficient methods of
equipments disinfection can be implicated in outbreaks in haemodialysis unit
(BRUNET & BERLAND, 2000; AVARNITIDOU et al., 2003; SOUZA et al., 2004).

The chemical and microbiological quality of the water and dialysates is
essential to avoid complications in hemodialysis patients. According to the American
Association of Medical Instrumentation (AAMI) standards the water used for the
preparation of dialysates should contain no more than 200 cfu/ml, and dialysates
should contain no more than 2000 cfu/ml of heterotrophic bacteria (AAMI, 2004). The
Brazilian standards recommend the same limit regarding the heterotrophic bacteria
for the treated water and it also should not contain total coliform (Ordinance
82/2000).

Several reports of the bacterial contamination of water and dialysates have
been described (AVARNITIDOU et al., 1998; 2000; ZUNINO et al., 2002; OIE et al.,
2003; BORGES et al., 2007). Regarding the occurrence of fungi, Klein et al. (1990)
analyzed 51 dialysis centres in the Central United States. The mold Exophiala
jeanselmei was the most frequent species isolated from both treated water and
dialysate whereas the yeasts Candida tropicalis and Rhodotorula glutinis, and
Candida parapsilosis were frequently isolated from treated water and dialysate,
respectively. Avarnitidou et al. (2000) examined samples of tap water, treated water
and effluent dialysate from 85 hemodialysis units in Greece. Overall, the molds
Aspergillus spp and Penicillium spp, and yeasts of the genus Candida were the most
frequent isolates. They also observed that the occurrence of yeasts was significantly
higher in dialysate than in tap water samples.

Although the most frequent fungi isolated in the hemodialysis units has been
infrequently associated with healthy humans infections, the presence of these
microorganisms raise important questions about 1) the potential risk of infections due
to the immune state of the patients, and 2) biofilm formation on the surface of the
hydraulic circuit (MAN et al., 1998; CAPELLI et al., 2003) and on the catheter surface

(KITE et al.,, 2004). Biofilm consists of surface-atached communities of cells
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embedded within an exopolymeric matrix produce by them. Microorganisms forming
biofilm present a different phenotype related to growth rates, and susceptibility to
antimicrobial agents, environmental stress and phagocytosis (DONLAN &
COSTERTON, 2002; VUONG et al., 2004; BIZERRA et al., 2007). Then, biofilm
formation may reduce significantly the efficacy of available disinfection modalities
(CAPELLI et al., 2003) contributing for the persistence of the microorganisms in
hemodialysis systems. Consequently, microorganisms can be transferred to patient
and causing infections.

In this study the yeast Candida famata, isolated from dialysate of a
hemodialysis unit in Ponta Grossa, Parana, Brazil, was characterized regarding its

pathogenic potential.

MATERIALS AND METHODS

ISOLATE IDENTIFICATION

The dialysate isolate was cultured in Sabouraud dextrose (SD) agar
(Himedia, India) medium supplemented with 50 pg/ml of chloramphenical. The
isolates were also cultured on CHROMagar Candida® medium (Probac, Brazil) for
differential growth analysis. The cultures were incubated at 35 °C for 24-96 h under
aerobic conditions. The identity of the isolated yeast was confirmed by standard
mycological methodology (LARONE, 1995; KURTZMAN & FELL, 1998) such as,
germ-test tube, production of chlamydoconidia on cornmeal agar with 0.5 % Tween

80 and sugar assimilation and fermentation pattern.

ANIMALS AND C. FAMATA INOCULATION

Swiss mice were obtained from the breeding colonies of the animal
facility from the Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) at Universidade Estadual de
Londrina (UEL), Londrina, Brazil. Eight- to 12-week-old female mice were used in all
experiments. Mice were maintained under standard conditions in the animal facility in

the Departamento de Ciéncias Patolégicas, CCB, UEL. Commercial rodent diet



77

(Nuvilab-CR1, Nuvital, Campo Mourao, Brazil) and sterilized water were available ad
libitum. All procedures with the animals were in accordance with the guidelines of the
Brazilian Code for the Use of Laboratory Animals. The yeasts (1.0 x 10" cells) were
inoculated intravenously and survival rates were determined daily, beginning on the
2" day of infection. After the animal death, the liver and spleen homogenates were
inoculated on SD agar medium, and the cultures were incubated at 35 °C during 24-
96h.

BIOFILM PRODUCTION ASSAY

Determination of biofilm production was performed on polystyrene,
flat-bottomed 96-well microtiter plates (Techno Plastic Products, Switzerland) using
the procedure described previously (Shin et al., 2002). In brief, the yeast isolates
were cultured at 37 °C for 24 h in SD broth (Himedia, india), and the cells were
counted. A 20-ul SD broth suspension of 6 x 10° yeasts was placed into each well
containing 180 ul of culture medium. The plates were incubated at 35 °C for 24 h and
washed once with sterile distilled water. Approximately 200 pul of sterile distilled water
were added to each well before spectrophotometric readings at 490 nm with a
microtiter plate reader (Universal Microplate Reader ELx 800, Bio-Tek Instruments,
USA). Experiments were carried out in triplicate on three different occasions. A semi-
quantitative measure of biofilm production was calculated according to the

percentage of transmittance blocked as described by the above authors.

ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY TESTING

The minimum inhibitory concentration (MIC) of fluconazole (Pfizer
Central Research, United Kingdom) for the planktonic cells of C. famata was
determined by broth microdilution assays for yeasts according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute [CLSI (M27-A2 document, NCCLS, 2002)]. Quality
control Candida parapsilosis ATCC 22019 (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil) was

included in each experiment. Two wells of each plate served as growth and sterility
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controls. The following breakpoints definitions for fluconazole were used according to
CLSI guidelines, considering isolates with MICs 264 pg/ml, resistant, isolates
between 16-32 ug/ml, susceptible dose dependent and isolates with MICs < 8 ug/ml,

susceptible.

DISINFECTANT ACTIVITY

The activity of sodium hypochlorite on planktonic cells was evaluated
as described by Litsky & Litsky (1968), with some modifications. In brief, the isolates
were added to 3-ml SD broth and incubated for 24 h at 37 °C. The cell density was
adjusted to 1.0 x 10° cels/ml and a 1-ml aliquot of this cellular suspension was added
to 4.0-ml 0.05% sodium hypochlorite (Macromedia). The tubes were manually
agitated for 1 min and incubated at room temperature for 10, 30 and 120 min. After
that, aliquots of 0.1 ml of his mixture was inoculated onto SD agar supplemented with
0.06% sodium thiosulphate neutralizer and the plates were incubated for 48 h at 37
°C. The results were expressed as CFU/ml. For sessile cells, the biofilm was formed
as above and approximately 200 ul of sterile 0.05% sodium hypochlorite were added
to each well. The plates were incubated at room temperature during 10, 30 and 120
min and the disinfectant was removed by washing with sterilized neutralizer and
water. The adhered cells were removed by scraping the wells with sterile tooth pick

and the CFU were determined as above.

DETERMINATION OF EXTRACELLULAR PROTEASE AND PHOSPHOLIPASE ACTIVITIES

The enzimatic activity was carried out on agar plate containing skim
milk and egg yolk as protease and phospholipase substrate, respectivelly. For
protease activity, the yeast isolate was cultured at 37 °C for 18 h in minimal medium
broth (PONTECORVO et al.,, 1953) supplemented with 0.6% skim milk pH 4.0 to
induce the secretion of protease. To determine phospholipase activity, the cellular
suspension was placed on the surface of the SD agar medium supplemented with
4% egg yolk, 350 uM NaCl and 6.5 uM CaCl,, pH 4.5. Beforehand, one egg yolk was
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mixed in sterile distilled water (w/v) and centrifuged at 500 g for 10 min, and the
supernatant was then added to sterilized SD agar at the specified concentration.
Cells were counted in hemocytometric chamber (Neubauer Improved Chamber) and
a 10-ul suspension of 10° yeasts was placed on the surface of the medium, and the
cultures were incubated at 37 °C for 96 h, after which the diameter of the degradation
zone around the colony was determined. The enzymatic activity was determined by
calculating the ratio between colony diameter and colony diameter plus
degradation/precipitation zone (Dz/Pz values of 1 indicate no detectable protease or
phospholipase activity, respectivelly). The isolate was classified according to Price et
al., (1982). The isolate was tested in triplicate, and the experiment was carried out on

three different occasions.

DETERMINATION OF HEMOLYTIC ACTIVITY

Hemolytic activity of the yeasts was determined according to Luo et
al., (2001) with the same cell density as above. The cells were spotted on the surface
of SD agar medium supplemented with 3% glucose (Sigma, USA) and 5% fresh
sheep blood, pH 5.6. The plates were incubated at 37 °C in 5% CO, for 48 h.
Hemolytic activity was indicated by a translucent halo around the inoculum site. Each
isolate was tested in triplicate, and the experiment was carried out on three different

occasions.

RESULTS AND DISCUSSION

The dialysate is produced by mixing concentrated electrolytic
solutions or powdered salts with appropriately pre-treated water. Ideally, the dialysate
composition should match the electrolyte composition to that of the plasma of a
healthy individual (HOENICH & RONCO, 2007).Chemical and microbial
contamination of dialysate has been recognized as predisposing factor to clinical
complications during chronic treatment by hemodialysis (Brunet & Berland, 2000).

In this study, the pathogenic potential of one yeast species isolated

from dialysate was investigated. The isolate was inoculated in the caudal vein of
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Swiss mice and high mortality rate of the animals (3/4, 75%) was observed after five
days post-infection. The yeast was recovered from in vitro culture conditions from
liver and spleen homogenates of the death animals. All assays were carried with both

isolates and are showed in Table 1.

Table 1 — Putative virulence factors of Candida famata isolates tested in vitro

B
solate dentification  rotease® hospholipase emolysin® iofilm®
a
4
ialysate . famata .27+ 0.14 3.7+£3,25
5
nimal . famata .28 +0.09 20+2,99

2. Enzyme activity was assayed on agar plates containing 0.6% skim milk and 4.0% egg yolk
as protease and phospholipase substrate, respectively. Pz = 1, negative; 0.64 < Pz < 1,
low; 0.30 = Pz < 0.64, intermediate; Pz < 0.30, highly positive. The Pz index was
determined by calculating the ratio between colony diameter and colony diameter plus
hydrolysis halo (Price et al., 1992).

® The hemolytic activity was assayed on SDA medium supplemented with 3% glucose and
5% fresh sheep blood. +, positive and -, negative for hemolytic activity.

°. Determination of biofilm production was performed in polystyrene microtiter plates. The
%Tbloc (percentage transmitance blocked) was determined by calculating the %Tbloc of
the test minus %Tbloc of the blank. %T bloc < 5, negative; %T bloqueada=5-20, +
(weakly); %T bloc=20-35, ++ (moderately); %T bloc=35-50), +++ (moderately); %T bloc >
50, ++++ (strongly biofilm producer).

White colonies on CHROMagar Candida® growth was further
identified on basis of their morphological and biochemical properties as C. famata.
This microorganism (also known as Debaryomyces hansenii and Torulopsis famata)
is saprophyte yeast found in many dairy products (ANDRIGHETTO et al., 2000). It is
an opportunistic microorganism that is commensal in the mucous membranes of
animals. However, this yeast has been implicated in sporadic and frequently fatal
case reports as causing intravenous-catheter-associated candidemia (ST-Germain &
Laverdiére, 1986), endophthalmitis (RAO et al., 1991), peritonitis (QUINDOS et al.,
1994; GUPTA et al., 2006), candidemia in cancer patient (KRCMERY & KUNOVA,
2000), central nervous system infection (PRINSLOO et al., 2003), acute zonal occult
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outer retinopathy [AZOOR (CARRASCO et al., 2005)] and mediastinitis (AHMAD et
al., 2005). In addition, different surveys have identified C. famata as the yeast
responsible for candidemia (COLOMBO et al., 1999; Viscoli et al., 1999; Al-Hedaithy,
2003; Pfaller et al., 2003), candiduria (PASSOS et al., 2005) and oropharingeal
candidiasis in HIV-positive patients (MIGLIORATI et al., 2004).

The susceptibility of the isolate to fluconazole, which s
recommended for treatment of candidiasis was investigated. The MIC of
fluconazole was 2 ug/ml, then it was classified as susceptible to the antifungal
(Table 2).



Table 2— Antimicrobial susceptibility testing of C. famata under planktonic (MIC) and sessile (SMIC) growing conditions

Strain Fcz® NaOCI° NaOCI°
MIC SMICspo

Dialysate 2.0 0 > 512

Animal 2,0 0 > 512

Values are in ug/ml. ®Values are in CFU/ml. Fcz: Fluconazole; NaOCI; Sodium hypochlorite. 0 = no colonies grew.

82
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Recently, Pfaller et al. (2007) reported that 80.1% (462 isolates from
different countries) of C. famata isolates from different human body sites were
susceptible to fluconazole. On the other hand, Carrasco et al. (2005) reported that
the C. famata isolated from conjunctival exdudates of a patient diagnosed with
AZOOR was resistant to fluconazole (MIC = 128 pug/ml).

In relation to 0.05% sodium hypochlorite, which is used monthly to
disinfect the water distribution systems in the dialysis unit, planktonic cells of both
isolates were susceptible after 10 min exposition (Table 2). These conditions are
the same used during the dialysis systems disinfection.

The capacity of biofilm production by both isolates was significantly
different (Table 1) and, the sessile cells exhibited an enhanced resistance to sodium
hypochlorite, as observed in biofilms from different Candida species by others
(HAWSER & DOUGLAS, 1995; RAMAGE et al., 2001; KHUN et al., 2002; CAPELLI
et al., 2003; MELO et al., 2007; BIZERRA et al., 2007). The C. famata isolated from
dialysate was classified as intermediate biofilm producer, whereas the animals
recovered isolate was classified as strongly biofilm producer on polystyrene surface
(Table 1). The potential transfer of microorganisms from dialysate into the blood
compartment may represent the starting point for infection and biofilm formation on
host surfaces, including hemodialysis catheter. The reduced activity of the
antimicrobial agents against sessile cells become biofilm-associated infections
difficult to treat, representing a source of reinfections (RAMAGE et al., 2006). For the
same reason, the biofilm formation on hydraulic circuits of hemodialysis machine can
be a source of fluids contamination (CAPELLI et al., 2003).

No phospholipase activity was detected for both isolates using the
egg yolk-agar method. Further studies are warranted to determine the activity of this
enzyme in C. famata and analyzed the role of it on the virulence of this yeast.
Regarding protease activity, both isolates of C. famata demonstrated the high
enzymatic activity on skim milk. The role of secreted aspartyl proteases (Sap) in the
pathogenesis of C. albicans has been studied extensively. These enzymes have
the potential to degrade a large number of host proteins (KAMINISHI et al., 1995;
COLINA et al., 1996). Inhibition of Saps with aspartyl protease inhibitors reduced
the cell adherence of C. albicans, important in the establishment of infections
(BORG-VON ZEPELIN et al., 1999) and it prevented the yeast from invading and
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causing tissue damage in experimental model infections (DE BERNARDIS et al.,
1997; Schaller et al., 2000).

Hemolysins are produced by many different species of
microorganisms. There is essentially no free iron in the human host, therefore,
microorganisms can use these enzymes to acquire this nutrient from iron-containing
compounds, such as hemoglobin. Prominent representatives of this enzyme family
are streptococcal B-hemolysins. These enzymes act by forming pores in the
cytoplasmic membrane of erythrocytes and a wide range of host cells, contributing to
tissue damage during infection (NIZET, 2002). Several Candida species can produce
one or more types of hemolysins on the surface of blood-enriched agar medium
(MANNS et al., 1994; LUO et al., 2001; SAMARANAYAKE et al., 2005), and C.
albicans can use iron contained in hemoglobin for growth (MANNS et al., 1994). The
importance of this effect in the pathogenesis of Candida is still unclear, and further
studies are needed to investigate the nature of the hemolytic factor and its role as a
putative virulence factor. In some bacteria (for example, Pseudomonas aeruginosa),
hemolysis may result from phospholipase activity (OSTROFF et al., 1990). This is
unlikely the case in this study, where both isolates were phospholipase negative
whereas they presented an internal zone of beta hemolysis surrounded by an alpha
hemolysis zone and was considered positive for hemolytic activity. This result
differed from Luo et al. (2001) where they tested 3 C. famata clinical isolates and all
produced an alpha hemolysis on sheep blood.

Although C. famata is being recognized as potential emerging
pathogens little information is currently available on the pathogenicity of this yeast
species. There was no significant difference on the characteristics analyzed in this
study, except biofiim formation. However, infections with Candida biofilms are
especially problematic since Candida species adhere avidly to catheter material and
antifungal therapy alone is insufficient for cure those infections (SCHINABECK et al.
2004)

Further studies are warranted to determine the virulence factors of C.
famata and the role o biofilm formation in the pathogenicity of this yeast, and such

investigations are currently underway in our laboratory
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ANEXO B

Candida species isolated from urban bats of Londrina-Parana, Brazil and their

potential virulence.
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Abstract

The aim of this study was to isolate yeasts from the feces of urban bats inhabiting the
city of Londrina, Parana, Brazil and to determine their potential virulence attributes.
Seven (12.3%) of 57 bats screened in this study showed yeasts in their feces. Five
species of the genus Candida were isolated: C. guilliermondii, C. krusei, C.
lusitaniae, C. parapsilosis, and C. pelliculosa. No phospolipase activity was detected
in the egg-yolk plate assay; however, all isolates demonstrated protease secretion in
skim milk agar. Yeasts isolated from bats produced biofilm on the surface of
polystyrene plates and all were classified as intermediate biofilm producers. MIC
values for fluconazole in the yeasts varied according to the species. Only one isolate
(M34 - C. lusitaniae) was considered susceptible-dose dependent to fluconazole. The
yeasts were injected intravenously into Swiss mice, and at 15 days post-infection, the
animals were sacrificed and portions of their kidneys cultured on Sabouraud
dextrose-agar medium. All tissues analyzed showed positive cultures of Candida
spp. This is the first study evaluating the presence of fungi in the feces of bats in an
urban region, where the yeast species found were shown to be potentially
pathogenic. Since bats are commonly found in cities, these findings indicate the need
for continuous surveillance concerning environmental contamination by their excreta.

Keywords: Candida spp, yeast, bats, virulence.

INTRODUCTION

Bats are mammals belonging to the order Chiroptera with an
extraordinary adaptability to different environments and different feeding habits. The
most variable number of species is found in Latin America, and especially in Brazil
these organisms represent 1/3 of terrestrial mammals [1]. In the state of Parana, five
families have been identified: Phyllostomidae, Molossidae, Vespertilionidae,
Noctilionidae and Emballonuridae [2]. Particularly in the northern region of this state,
the most prevalent families are: Phyllostomidae, Vespertilionidae and Molossidae [3].

The association between bats and pathogenic fungi was first reported
by Emmons in 1958 [4] after the isolation of Histoplasma capsulatum from soil
contaminated with bat guano. This microorganism which causes a pulmonary
disease (histoplasmosis) can colonize a bat’s intestinal tract contributing to fungal
propagation in the environment [5, 6]. The other fungi recovered from bats or their
guano are as follows: Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans,

Microscoporum  gypseum,  Sporotrichum  sp.,  Trychophytum spp., [7],
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Paracoccidioides braziliensis [8], Wangiella dermatitidis [9], Candida spp. [7, 10, 11],
Blastomyces dermatitides [12], Trichosporon spp. [10, 13] and Malassezia spp. [14].

Little is known about the bat-fungus association in Brazil. Some
studies were carried out in the Amazon Region, where Reiss and Mok [9] first
recovered W. dermatitides from bats in Manaus. In another study, Mok et al. [10]
analyzed organ colonization by fungi in the different species of bats from an
extensive area of the northern region of Brazil (the Amazon basin). In that study, the
authors recovered a large variety of yeasts, and species of the genus Candida were
the most frequent isolates. Gandra et al. [14] isolated yeasts of the genus Malassezia
from the acoustic meatus of the bat Molossus molossus, also from the Amazon
region.

As mentioned, bats are among the most ecologically diverse of all
mammalian orders concerning their variation in body size, morphology, habitat use,
roosting and feeding preferences. In view of this, bats can be easily found in urban
regions. During the day, the urban bats can rest in domestic places where they hide
in roofs, ventilation ducts and chimneys. At night, bats fly about and use trees as
shelters. These habits can increase their contact with humans [15]. Altogether, it is
important to obtain additional information on the potentially pathogenic yeasts
present in their gastrointestinal tract in order to evaluate their role as carriers of
pathogens for humans and animals. Therefore, the aim of this study was to isolate
yeasts from the feces of urban bats in the city of Londrina, Parana, Brazil and to

determine their potential virulence attributes.

MATERIALS AND METHODS

Sampling procedures and species identification

From July 2006 to March 2008, bats were captured in flight using mist
nets, in different regions of Londrina, Parana, Brazil. Samples of bat feces were
obtained by scraping the anus with a sterile cotton swab. Immediately after sampling,
each swab was placed in Sabouraud dextrose broth [SDB (Himedia, India)]
supplemented with 50 pg/ml chloramphenicol. The tubes were transported to the
laboratory, where they were incubated at 32 °C for 3 h. A 100-4 sample was spread

on Sabouraud dextrose agar (SDA) supplemented with 50 pg/ml of chloramphenicol.
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The cultures were incubated at 32 °C for at least 30 days under aerobic conditions.
Alternatively, the samples were also cultured on CHROMagar Candida® medium
(Probac, Brazil) for differential growth analysis. For each positive sample, colonies
were examined microscopically after Gram staining to avoid bacterial contamination,
and two colonies of each sample were sub-cultured in SDA for identification. The
identity of each yeast isolate was confirmed by standard mycological methods [16],
such as germ-tube test, production of chlamydoconidia on cornmeal agar with 0.5 %
Tween 80, and sugar assimilation and fermentation. Concomitantly, biochemical

tests using the API 32 C kit (BioMérieux, Sao Paulo, Brazil) were also carried out.

ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY TESTING

Broth microdilution testing for yeast was performed in accordance
with the guidelines in Clinical and Laboratory Standards Institute [17]. Quality control
Candida parapsilosis ATCC 22019 (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil) was included
in each experiment. Two wells of each plate served as growth and sterility controls.
The interpretative criteria for susceptibility to fluconazole were those published in the
CLSI[17].

DETERMINATION OF EXTRACELLULAR PROTEINASE AND PHOSPHOLIPASE ACTIVITIES

The isolates were tested for ability to grow and produce a
clear/opaque zone of lysis/precipitation in plates containing 0.6% skim milk and 4.0%
egg yolk as protease and phospholipase substrate, respectively. For protease
activity, the yeast isolates were previously cultured at 37 °C for 18 h in minimal
medium (MM) broth [18] supplemented with 0.6% skim milk, pH 4.0, to induce
enzyme secretion. Protease activity was determined on the surface of MM agar
supplemented with 0.6% skim milk, pH 4.0. To determine phospholipase activity, the
cell suspensions were obtained from a 24-h SDB-yeast culture, and the assay was
carried out in SDA supplemented with 4% egg yolk, 350 M NaCl and 6.5 x#M CaCly,
pH 4.5. For both assays, cells were counted in a hemocytometer (Neubauer

Improved Chamber), and a 10-4 suspension of 10° yeasts was placed on the surface
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of the agar medium. The cultures were incubated at 37 °C for 96 h, after which the
diameter of the lysis or precipitation zone around the colony was determined.
Enzyme activity was determined by calculating the ratio between colony diameter
and colony diameter plus lysis/precipitation zone. The isolates were classified
according to Price et al. [19]. The isolates were tested in ftriplicate, and the

experiment was carried out on three different occasions.

BIOFILM PRODUCTION ASSAY

Biofilm production was determined on polystyrene flat-bottom 96-well
microtiter plates (Techno Plastic Products, Switzerland) according to Shin et al. [20].
Briefly, the yeast isolate was grown at 37 °C for 24 h in SDB and a 20 1 SDB-
suspension of 6 x 10° yeasts was placed in each well containing 180 x SDB. The
plates were incubated at 37 °C for 24 h and washed once with sterile distilled water.
Approximately 200 g of sterile distilled water were added to each well before
spectrophotometric readings at 450 nm with a microtiter plate reader (Universal
Microplate Reader ELx 800, Bio-Tek Instruments, USA). Experiments were carried
out in triplicate on three different occasions. A semi-quantitative measure of biofilm
production was calculated according to the blocked percentage transmittance

(%Tbloq) as described by these authors.

ANIMALS AND YEAST INFECTION

Male Swiss mice (20-30g) from the breeding colony of the Central
Animal House of the Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brazil, were
maintained under standard environmental conditions (22 + 1 °C, relative humidity 60
t* 5%, 12 h light/dark cycle). Commercial rodent diet (Nuvilab-CR1, Nuvital, Campo
Mouréo, Brazil) and sterilized water were available ad libitum. All procedures with the
animals were in accordance with the guidelines of the Brazilian Code for Use of
Laboratory Animals. The yeasts were grown in SDB medium at 37 °C for 18 h, and

100 4L SDB containing 1.0 x 108 yeasts were injected into the lateral tail vein
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(intravenously, i.v.). Negative controls were inoculated i.v. with 100 4L of SDB.
Groups of 4 to 8 mice were used. The animals were observed daily and survival rates
were determined for up to 30 days post-infection. Kidneys were removed from the
animals after 15 days post-infection. The organs were weighed and divided into two
parts. One half was homogenized in sterile phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.2
and aliquots of 100 L from serial 10-fold dilutions of organ homogenates were
added to SDA medium, in duplicate. Plates were incubated at 37 °C, and colonies
were counted after 24 h. Results were expressed as numbers of colony-forming units
(CFU) + standard error per gram of tissue. The other half-organ was fixed in PBS
saline containing 10% formalin for 24 h, dehydrated and embedded in paraffin.
Tissue sections (5 um thick) were obtained and stained with hematoxylin and eosin
(H&E) and with silver methenamine (Grocott) to detect the fungal structures, using

standard protocols.

RESULTS

Capture of bats and identification of yeasts

A total of 57 bats belonging to 5 genera and 6 classified species were captured and
analyzed. Yeasts were recovered from 7 bats (12.3%) of the family Phyllostomidae
(Table 1).



Table 1 — Captured bats divided into species and number of yeasts positive samples.

Family Species n°® captured bats n° culture
positive
Phyllostomidae Sturnira 18
lillium
Artibeus 17
fimbriatus
Artibeus 15
lituratus
Carollia 2
perspicillata
Vespertilionidae Myotis 1
nigricans
Molossidae Molossus 4
molossus

Total

57
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Five species of Candida were isolated and all were negative for the germ-tube and

production of chlamydoconidia assays. Species identification, based on biochemical

patterns, is shown in Table 2.

Table 2 — Species identification and putative virulence attributes of yeasts isolated

from bats
B I
solate at dentification rotease*  hospholipase iofilm®
a

St C

8 urnira lillium . parapsilosis .33 £0.032 2.8 +3.15
St C

12 urnira lillium . krusei .38 £0.014 7.9+ 3.03
St C

13 urnira lillium . parapsilosis .29 + 0.009 6.8 + 3.51
Ar C

34  tibeus literatus . lusitaniae .29 +£0.019 9.9+290
Ar C

39 tibeus literatus . pelliculosa .35+0.015 8.1+2.98
Ar C

41  tibeus fimbriatus . parapsilosis .20 £0.071 1.3+2.21
Ar C

56 tibeus literatus .guilliermondii .34 +0.035 3.9+3.33

? Enzyme activity was assayed on agar plates containing 0.6% skim milk and 4.0%
egg yolk as protease and phospholipase substrate, respectively. Dz/Pz = 1,
negative; 0.64 < Dz/Pz < 1, low; 0.30 < Dz/Pz < 0.64, intermediate; Dz/Pz < 0.30,
highly positive. The Dz/Pz index was determined by calculating the ratio between
colony diameter and colony diameter plus hydrolysis halo (Price et al., 1992).

® Determination of biofilm production was performed in polystyrene microtiter plates.
The %Tbloc (percentage transmitance blocked) was determined by calculating the
%Tbloc of the test minus %Tbloc of the blank. %T bloc < 5, negative; %T bloc = 5-
20, weakly; %T bloc = 20-50, moderately; %T bloc > 50, strongly biofilm producer.
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ENzYME ACTIVITIES AND BIOFILM FORMATION

No phospholipase activity in the egg-yolk method was detected for the yeasts
analyzed in this study. All isolates demonstrated secretion of protease activity in
skim milk. The enzyme activity of C. parapsilosis M13 and M41 isolates and C.
lusitaniae M34 was classified as high and intermediate for the other species. The
range of Dz values observed for all species was 0.20 + 0.071 to 0.38 + 0.014 (Table
2). The yeasts produced biofilm on the surface of polystyrene plates and all were
classified as intermediate biofilm producers. The %Tbloq values ranged from 32.8 +
3.1510 49.9 + 2.90 (Table 2).

FLUCONAZOLE SUSCEPTIBILITY PATTERN

The fluconazole MIC values for the yeasts ranged from 2 to 32 xg/ml. C. lusitaniae
M34 showed a MIC value of 32 ug/ml and was classified as susceptible dose-
dependent yeast. The others were classified as fluconazole-susceptible, where two
isolates of C. parapsilosis, isolates M8 and M13, and C. pelliculosa M39 showed a
MIC of 2 pg/ml. The MIC values of C. krusei M12, C. parapsilosis M41 and C.
guilliermondii M56 were 8 ng/ml, 8 xg/ml and 4 pg/ml, respectively.

INFECTION OF MICE AND HISTOLOGICAL ANALYSIS

Infection with C. guilliermondii M56 and C. lusitaniae M34 resulted in a 75% and 50%
incidence of mortality after 30 days post-infection, respectively. The survival rates of

the animals are shown in Fig 1.
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Fig. 1 — Survival rate of mice infected with yeasts isolated from bats. Swiss
mice were inoculated intravenously with 1.0 x 10® cells of each
isolate. Mortality was evaluated daily and the results are shown as
the mean and the data are representative of two independent
experiments (n = 4 mice).

The animals infected with the other isolates did not die by 30 days post-infection.
Evidence of infection was histologically demonstrated in the kidneys infected with C.
guilliermondii M56 and C. lusitaniae M34 (data non-showed). At 15 days after
infection, the fungal load was 2.08 + 0.11 x 108 CFU/g and 2.80 + 0.13 x 10® CFU/g
of kidney tissue for M56 and M34, respectively.

DiscussION

In this study, five Candida species were isolated from urban bats of the family
Phyllostomidae. Members of this family show the largest trophic diversity of all
mammals, where they can be insectivorous, carnivorous, frugivorous, leaf
herbivorous, nectivorous, or hematophagous.

The rates for the recovery of fungi from bats vary in different studies.
Mok et al. [10] examined a total of 2,886 bats belonging to 43 genera, and 155
(5.4%) of the animals were found to be fungal carriers. Of the fungus-positive bats,

Candida spp., Trichosporon spp., Torulopsis spp., Kluyveromyces spp. and
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Geotrichum sp. were recovered from liver, spleen and lung specimens. Gandra et al.
[14] found a high rate of Malassezia spp. (80%, 24 bats out of 30 examined) in
acoustic meatus of the insectivorous bat Molossus molossus.

Species of the genus Candida are harmless colonizers of the
gastrointestinal and reproductive tracts in healthy individuals. However they are one
of the most frequent causative agents of fatal infection in immunocompromised
individuals [21, 22, 23]. The species identified are as follows: C. guilliermondii, C.
krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis and C. pelliculosa; all have been associated with
human infection, such as: candidemia [22, 23], candiduria [21] and oropharyngeal
candidiasis in HIV-positive patients [24].

Various traits of Candida spp. have been considered as putative
factors of virulence and infection development of the host under predisposing
conditions [25]. These include adherence to host tissues, yeast-to-hyphal transition
(morphogenesis), phenotypic switching, production of hydrolytic enzymes such as
proteases, phospholipases and lipases, and biofilm formation [25, 26, 27].

Regarding the hydrolytic enzymes, only protease activity was
detected in the isolates in this study. The secreted aspartyl proteases (Sap) are a
component of a large family of enzymes that have been associated with the virulence
of C. albicans [28]. These enzymes can facilitate penetration into the host organism
[29, 30] and counteract its defense system [31]. Sap family members have also been
demonstrated in C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. parapsilosis and C. tropicalis [32,
33, 34].

All bat isolates were able to produce biofilm on polystyrene surface.
The formation of biofilms by Candida spp. has been demonstrated on a number of
non-biological surfaces [20, 35, 36]. Most Candida spp infections are associated with
biofilm formation, that is, on abiotic (medical devices: catheters, prostheses,
pacemakers) or biotic surfaces (epithelium). Cells within these communities display a
phenotype that is notably different from those of planktonic counterparts. The
clinically relevant one is resistance to antimicrobial agents, which makes biofilm-
associated infections difficult to treat, representing a source of reinfections [27, 37].

Although all yeasts were recovered from infected animals, only fatal
C. guilliermondii and C. pelliculosa infection in mice were observed in this study,
representing the differences in pathogenicity among various Candida species

involved in human infections. Indeed, Arendrup et al. [38] divided Candida species
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into three groups according to effect produced in murine infection. The most virulent
species were C. albicans and C. tropicalis, intermediate were C. glabrata, C.
lusitaniae and C. kefyr, and the least virulent species were C. parapsilosis, C. krusei
and C. guilliermondii.

In conclusion, this is the first study examining the presence of fungi in
the feces of bats in an urban region. The yeast species were recovered from the
feces of frugivorous bats of the family Phyllostomidae, which is one of the most
prevalent in the north of Parana, and these fungi showed pathogenic potential in vitro
and in vivo. The presence of bats in an urban area implies that the environment can
be contaminated with their excreta and that people are exposed daily to these
contaminants. More crucially, bat feces can be found in air conditioning systems of
health care settings. This scenario implies an increased risk in immunocompromised
patients for acquiring potentially fatal fungal infections. Further studies are needed to
understand the virulence attributes of these yeasts, and such investigations are

currently underway in our laboratory.
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