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e perfil no estudo epidemiologico de candidiria. 2011. 91 f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

Leveduras do género Candida estdo entre os principais patogenos causadores de infecgdes
nosocomiais em todo o mundo. Desta forma, este trabalho teve como objetivo estabelecer o
perfil epidemioldgico da candidiria no HU de Londrina/PR entre os anos de 2006 e 2007,
classificar a extensdo da candidiria em diferentes niveis e identificar fatores de risco
especificos para o isolamento de espécies de Candida nao-albicans. Foram incluidos no
estudo isolados clinicos de Candida spp obtidos de individuos urocultura positivos cuja
detecgdo foi > 10> UFC mL™'. Também foi realizada a anélise comparativa ultraestrutural da
interacdo de diferentes morfotipos de C. parapsilosis com a superficie de unha ¢ cabelo
humanos pelo emprego da microscopia eletronica de varredura (MEV) e a avaliacdo da
expressao dos genes SAPs de 15 isolados clinicos de C. tropicalis em resposta aos substratos
BSA e hemoglobina pela técnica de PCR em tempo real. Um total de 157 isolados de Candida
foi obtido, incluindo C. albicans (n=72), C. tropicalis (n=54), C. glabrata (n=20), C.
parapsilosis (n=8), C. krusei (n=2) e C. dubliniensis (n=1). A extensdo da candiduria foi
classificada em tres diferentes niveis: nivel 1 (candidtria leve), nivel 2 (candiduria de risco) e
nivel 3 (candiduria pesada). Houve diferenca significativa entre a freqiiéncia de isolamento de
C. albicans ¢ espécies ndo-albicans em relagdo aos diferentes niveis de candiduria
estabelecidos neste estudo, evidenciando a candiduria nivel 3 (candidiria pesada) como um
fator de risco independente para o isolamento de espécies ndo-albicans. A MEV revelou que
as células do fenotipo “smooth” de C. parapsilosis aderem em maior nimero em ambas as
superficies em relacdo aos observados para o fenotipo “crepe”. Diferentes perfis na qualidade
e quantidade de produgdo de matriz extracelular entre os dois morfotipos de C. parapsilosis
também foram observados. A avaliagdo da expressao dos genes SAPs de C. tropicalis mostrou
que as condi¢des de cultivo testadas proporcionaram a indugdo significativa dos genes SAPTI1,
SAPT2 e SAPT3 em relacdo a situagcdo controle (auséncia de substrato), cujo perfil de
expressdo variou qualitativa e quantitativamente de acordo com o substrato utilizado e os
diferentes isolados. Pode-se concluir que a contagem de UFC mL™ de urina e subseqiiente
classificacdo da extensdo da candiduria em diferentes niveis pode ser utilizada como
marcador de isolamento de espécies de Candida nao-albicans. Conclui-se também que
diferentes substratos influenciam a expressdo diferencial de genes relacionados a morfologia,
adesao e producdo de matriz extracelular de C. parapsilosis, assim como genes de viruléncia
(SAPs) de C. tropicalis, respostas estas que também se mostraram linhagem-dependente, ndo
relacionadas ao sitio de isolamento.

Palavras-chave Candida nao-albicans. Epidemiologia. Candidaria. Phenotypic switching.
SAP. PCR em tempo real.



OLIVEIRA, Marcelo Tempesta de. Candida non-albicans: evaluation of virulence factors
and epidemiological profile of candidtria. 2011. 91 f. Thesis (Doctarade in Biological
Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

Candida species are the major pathogens causing nosocomial infections worldwide. Thus, this
study aimed to establish the epidemiological profile of candiduria at UH of Londrina/PR
between the years 2006 and 2007, to classify the extent of candiduria at different levels and to
identify specific risk factors for the isolation of Candida non-albicans species. The study
included clinical isolates of Candida obtained from patients positive urine cultures whose
detection was > 10> CFU mL"'. We also performed comparative ultrastructural analysis of the
interaction of two different morphotypes of C. parapsilosis with the surface of human hair
and nail by the use of scanning electron microscopy (SEM) and the evaluation of SAPS gene
expression of 15 clinical isolates of C. tropicalis in response to BSA and hemoglobin
substrates by real time PCR. A total of 157 Candida isolates were obtained, including C.
albicans (n = 72), C. tropicalis (n = 54), C. glabrata (n = 20), C. parapsilosis (n = 8), C.
krusei (n = 2) and C. dubliniensis (n = 1). The extent of candiduria was classified into three
different levels: Level 1 (light candiduria), level 2 (risk candiduria) and Level 3 (heavy
candiduria). There was a significant difference between the frequency of isolation of C.
albicans and non-albicans species in relation to different levels of candiduria established in
this study, showing candiduria level 3 (heavy candiduria) as an independent risk factor for the
isolation of non-albicans species. The electron micrographs revealed that cells of the"smooth"
phenotype of C. parapsilosis adhered in greater numbers in both arecas compared to those
observed for the phenotype "crepe." Different profiles in quality and quantity of extracellular
matrix production between the two morphotypes of C. parapsilosis was also observed. The
assessment of the SAPS genes expression in C. tropicalis showed that growing conditions
tested resulted in significant induction of genes SAPT1, SAPT2 and SAPT3 in relation to the
control situation (absence of substrate), whose expression profiles varied qualitatively and
quantitatively according to the substrate and the different isolates. It can be concluded that the
number of CFU mL™ of urine and subsequent classification of the extent of candiduria at
different levels can be used as an isolation marker of Candida non-albicans species. We also
conclude that different substrates influence the differential expression of genes related to
morphology, adhesion and extracellular matrix production of C. parapsilosis, as well as
virulence genes (SAPS) of C. tropicalis, and that these responses were also strain dependent,
not related to the anatomic site of isolation.

Keywords: Candida non-albicans. Epidemiology. Candiduria. Phenotypic switching. SAP.
Real time PCR.
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1 INTRODUCAO

Candida spp esta entre os principais patogenos causadores de infec¢des
nosocomiais em todo o mundo, e sua incidéncia continua crescendo significativamente. A
epidemiologia de espécies do género Candida ¢ uma questdo multifatorial que ainda precisa
ser bem esclarecida. A inversao do perfil tradicional, de prevaléncia de C. albicans sobre as
demais espécies, tem sido cada vez mais observada, e relatos da igualdade e até superacdo na
freqiiéncia de isolamento de espécies nao-albicans sobre C. albicans atualmente sdo comuns.

A importancia desta inversdo estd no fato das espécies de Candida nao-
albicans estarem relacionadas aos maiores indices de tolerancia as dosagens de antifungicos
rotineiramente utilizadas na pratica clinica, assim como ao alto indice de resisténcia
intrinseca. Também ¢ relatado um pior prognostico clinico em pacientes acometidos por
infecgdes causadas por espécies ndo-albicans quando comparado a pacientes com infecgdo
por C. albicans, apesar das altas taxas de mortalidade serem atribuidas ao género Candida
como um todo.

Devido a distribuicao das espécies do género Candida estar relacionada a
variaveis clinicas decorrentes de peculiaridades de cada regido demografica e respectivas
populagdes de estudo, particularmente quando se refere a espécies de Candida nao-albicans,
estudos para a caracterizacdo do perfil epidemioldgico deste género, discriminando cada
espécie, devem ser estimulados.

Desta forma, problemas referentes a cada local podem ser identificados e
acoes especificas e mais eficazes de profilaxia, controle e combate a estas infecgdes possam
ser providenciadas.

Outro aspecto variavel entre as espécies do género Candida sdao os fatores
de viruléncia. Sabe-se que as espécies deste género diferem tanto pela presenca quanto pela
auséncia de genes relacionados a viruléncia, em termos de quantidade e qualidade, assim
como na regulacdo da expressdo dos mesmos. Estes fatores envolvem variagdes
morfofisildégicas promovidas pela célula fungica e producdo de enzimas de acdo intracelular,
na superficie extracelular e secretadas.

As espécies de Candida modulam diferencialmente sua maquinaria genética
considerando o potencial de viruléncia presente em cada célula/linhagem de acordo com a
necessidade do fungo. Desta forma, estes microrganismos podem causar diversos tipos de
infecgdes em humanos e também se adaptar rapidamente ao microambiente em que se

encontram, possibilitando a sobrevivéncia nos mais variados habitats.
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Por isso, além da importancia epidemiologica da discriminagdo das espécies
de Candida, estudos de caracterizagdo para a descoberta e elucida¢do de eventos bioldgicos
referentes a fatores de viruléncia peculiares a cada espécie de Candida sdo necessarios,
especialmente para espécies nao-albicans, visto que a grande maioria dos estudos utiliza C.

albicans como modelo.



2 OBJETIVOS

17

Determinar o perfil epidemioldgico da candiduria e identificar fatores de
risco para o isolamento de espécies de Candida nao-albicans;

Classificar a extensdo da candiduria em diferentes niveis e avaliar a
relacdo do niimero de UFC mL™ de urina com a distribuicdo das espécies
de Candida e fatores de risco;

Realizar a andlise ultraestrutural da interagdo de diferentes morfotipos
(smooth e crepe) de C. parapsilosis com a superficie de unha e cabelo
humanos pelo emprego da microscopia eletronica de varredura;

Avaliar a expressdo de genes SAPs de 15 isolados clinicos de C.
tropicalis em resposta aos substratos BSA ¢ hemoglobina pela técnica de

PCR em tempo real.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANDIDA SPP — DE COMENSAL A PATOGENO

Espécies de leveduras do género Candida sdo comumente encontradas como
comensais na cavidade bucal, nos tratos gastro-intestinal e vaginal de individuos sadios,
estando desta forma em equilibrio com a microbiota normal e o sistema imune do hospedeiro.
Entretanto, determinados fatores predisponentes podem favorecer a mudanga do estado
comensal destes fungos para um estado de patogenia, tornando-os capazes de causar infecgdes
superficiais, de mucosas e sistémicas (BARNS et al., 1991; ABI-SAID et al., 1997,
HAYNES, 2001; AKPAN ¢ MORGAN, 2002; SEAGAL et al., 2005; PFALLER e
DIEKEMA, 2007; BOUZA ¢ MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; HUBE, 2009; HA et al.,
2010).

O ntimero de individuos predispostos a sofrer infecgdes por microrganismos
oportunistas, como ¢ o caso de espécies do género Candida, tem aumentado
significativamente nas ultimas décadas devido a doengas que causam direta ou indiretamente
imunossupressdo, ao aumento de procedimentos médicos invasivos, ou ainda por outros
fatores predisponentes que desencadeiem desequilibrios fisiologicos favoraveis a proliferagao
deste fungo (BANERIJEE et al., 1991; BECK-SAGUE et al., 1993; HAJJEH et al., 2004;
KOJIC ¢ DAROUICHE, 2004; PFALLER et al., 2005, 2006a; ALMIRANTE et al., 2005,
2006; BASSETTI et al., 2006, 2007; DIMOPOULOS et al., 2007, 2008; BOUZA e MUNOZ,
2008; MEAN et al., 2008; SALOMAO et al., 2008; HUBE, 2009; HA et al., 2010).

Os fatores que geram um estado de predisposicdo a infecgdes oportunistas
por este género compreendem tanto aqueles considerados amenos, que causam desequilibrios
fisiologicos leves, quanto os que debilitam mais severamente o organismo do hospedeiro.
Dentre estes se destacam doengas como AIDS, o imunocomprometimento de pacientes
provocado pela quimioterapia no combate ao cincer, terapias imunossupressoras devido a
transplantes de 6rgdos, o uso de antibioticos de amplo espectro, extremos de idade, diabetes
mellitus, nutricdo parenteral, entre muitos outros casos. A ma higiene e alimentagdo (dieta
rica em agucares e carboidratos), consumo excessivo de bebidas alcoolicas, deficiéncia de
ferro e vitaminas, o uso de contraceptivos orais, fumo e estresse também sdo considerados
importantes fatores predisponentes (SAMARANAYAKE e SAMARANAYAKE, 2001;
AKPAN e MORGAN, 2002; DE LEON et al., 2002; DIEKEMA et al., 2002; NAGLIK et al.,
2003; HAJJEH et al., 2004; KOJIC et al., 2004; ALMIRANTE et al., 2005, 2006; CHENG et
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al., 2005; BASSETTI et al., 2006, 2007; DIMOPOULOS et al., 2007, 2008; BOUZA e
MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; HUBE, 2009; HA et al., 2010).

Deve-se considerar também o avanco da medicina, que proporcionou o
aumento da expectativa do tempo de vida, aumentando desta forma o niimero de individuos
1dosos na populacdo, que sao mais suscetiveis a este tipo de infecgdes. Este avanco contribuiu
também para o aumento do tempo de sobrevivéncia de pacientes com doengas graves e
potencialmente fatais em ambientes hospitalares, aumentando o nimero de individuos
vulneraveis a infecgdes oportunistas (BOUZA e MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; HA et
al., 2010).

Conseqiientemente, as espécies de Candida estdo entre os principais agentes
causadores de infecgcOes nosocomiais em todo o mundo e sua ocorréncia vem aumentando
significativamente, muitas vezes em proporgdes superiores a dos demais patdogenos.
(PFALLER et al., 2005, 2006a, 2007, 2008; ALMIRANTE et al., 2005, 2006; SENDID et al.,
2006; TORTORANO et al., 2006; BASSETTI et al., 2006, 2007, DIMOPOULOS et al.,
2007, 2008; BOUZA e MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; HA et al., 2010; NUCCI et al.,
2010).

3.2 EPIDEMIOLOGIA DAS ESPECIES DO GENERO CANDIDA — EMERGENCIA DE ESPECIES NAO-

ALBICANS.

O género Candida pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Hemiascomycetes, ordem Saccharomycetales ¢ familia Candidaceae (National Center for
Biotechnology Information - www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy). Sao fungos ubiquos na
natureza e podem ser encontrados em solos, em plantas, em ambientes aquaticos € em
animais. Existem mais de 200 espécies de Candida, das quais cerca de 20 ja foram relatadas
como agentes etiologicos de um amplo espectro de infecdes em humanos (NGUYEN et al.,
2007; WANG et al., 2008; PFALLER et al., 2007, 2008; BOUZA ¢ MUNOZ, 2008; MEAN
et al., 2008; CHEN et al., 2009; HA et al., 2010; NUCClI et al., 2010).

Destas, 05 espécies sdo responsaveis por mais de 95% dos casos de
infec¢des provocadas pelo género Candida: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. krusei, sendo as demais espécies, no momento, consideradas como espécies de
Candida incomuns, das quais se destacam C. dubliniensis, C. gulliermondii e C. lusitaniae
(TORTORANO et al., 2006; BASSETTI et al., 2006, 2007; DIMOPOULOS et al., 2007,
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2008; PFALLER et al., 2007, 2008; BOUZA e MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; CHEN et
al., 2009; FALAGAS et al., 2010; HA et al., 2010; NUCCI et al., 2010).

O perfil epidemiologico de espécies do género Candida até a década de 90
era de prevaléncia de C. albicans, com indices superiores a 80% do total, sendo as demais
espécies nao identificadas e apenas designadas como Candida nao-albicans (WEY et al.,
1988; BANERIJEE et al., 1991; BECK-SAGUE et al., 1993; FRIDKIN e JARVIS, 1996).
Porém, o desenvolvimento de novas metodologias de identificagdo e diagndstico
microbioldgico possibilitando a discriminagdo das espécies de forma acurada, assim como a
emergéncia de infec¢des causadas pelas demais espécies do género Candida, tem revelado nas
ultimas décadas uma mudanca deste perfil (BOUZA e MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008;
FALAGAS etal., 2010; HA et al., 2010).

Estudos recentes confirmam C. albicans como a espécie mais encontrada
entre os isolados clinicos do género, mas também indicam um aumento significativo na
incidéncia de outras espécies, tanto que, atualmente, ¢ comum observar a igualdade dos
indices de isolamento e até a superagdo das espécies ndo-albicans quando comparada a C.
albicans (CUENCA-ESTRELLA et al., 2006; TORTORANO et al., 2006; SANDVEN et al.,
2006; SENDID et al., 2006; BASSETTI et al., 2006, 2007; DIMOPOULOS et al., 2007,
2008; PFALLER et al., 2007, 2008; BOUZA e MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; CHEN et
al., 2009; FALAGAS et al., 2010; HA et al., 2010; MALACARNE et al., 2010; NUCCI et al.,
2010).

A epidemiologia de espécies do género Candida ¢ uma questdo multifatorial
que ainda ndo estd completamente elucidada. Sabe-se que a distribuicao das espécies de
Candida varia de acordo com as caracteristicas da regido demografica e do grupo de
individuos estudado, tanto coletivamente quanto individual. Caracteristicas particulares
referentes a cada espécie e linhagem em questdo também estdo intimamente relacionadas a
variacoes de perfis epidemiologicos deste género.

Por exemplo, infec¢des causadas por C. parapsilosis estao associadas a
cateteres vasculares e a nutri¢do parenteral, ja infeccdes por C. tropicalis estdao associadas
com cancer e neutropenia, enquanto a prévia exposicao a antifungicos da classe dos azoles
esta relacionada a casos de C. krusei e C. glabrata. A faixa etaria dos pacientes também é um
dos fatores que influenciam a distribuicdo das espécies deste género, onde se observa altas
taxas de isolamento de C. parapsilosis em neonatos e principalmente de C. glabrata e C.
tropicalis em pacientes adultos e de idades mais avangadas (BASSETTI et al., 2006, 2007,
NUCCI e COLOMBO, 2007; DIMOPOULOS et al., 2007, 2008; PFALLER et al., 2007,
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2008, 2009; BOUZA ¢ MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; FALAGAS et al., 2010; HA et
al., 2010;; TROFA et al., 2008; KOTHAVADE et al., 2010).

Estudos mostram um aumento notavel na freqiiéncia de isolamento de C.
glabrata, principalmente nos EUA e paises como Franga, Sui¢a, Noruega, Dinamarca,
Islandia e Reino Unido (Inglaterra) (ASMUNDSDOTTIR et al., 2002; DIEKEMA et al.,
2002; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; HAJJEH et al., 2004; MARCHETTI et al.,
2004; ARENDRUP et al., 2005; PFALLER et al., 2007, 2008, 2009; SANDVEN et al., 2006;
SENDID et al., 2006; HACHEM et al., 2008). No Canada, América Latina, regides da Asia e
Pacifico, Espanha, Portugal ¢ Italia, as espécies C. tropicalis ¢ C. parapsilosis tém sido as
mais freqlientemente isoladas apos C. albicans (CUENCA-ESTRELLA et al., 2001;
ALMIRANTE et al., 2005; CHENG et al., 2005; PFALLER et al., 2005; BASSETTI et al.,
2006; COLOMBO et al., 2006; CUENCA-ESTRELLA et al., 2006; MESSER et al., 2006;
PFALLER et al., 2006; HINRICHSEN et al., 2008; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010;
PLAYFORD et al., 2010).

Particularmente no Brasil, sdo de grande importancia as espécies C.
parapsilosis e C. tropicalis, cujas freqiiéncias de isolamento no geral sdo bem proximas,
apesar de relatos de variagcdes entre os estudos realizados em diferentes regides do pais.
Ambas as espécies disputam a colocacao de 2* espécie mais comumente isolada, sendo que
em alguns casos, mesmo individualmente, se equiparam e até ultrapassam a freqiiéncia de
isolamento de C. albicans (COLOMBO et al., 2006; HINRICHSEN et al., 2008; ROTA,
2009; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010).

C. parapsilosis ¢ reconhecida pela grande capacidade de formar biofilmes
em cateteres e outros dispositivos intravasculares e por sua persisténcia no ambiente
hospitalar. Além disso, esta espécie ¢ comumente encontrada colonizando a pele de
individuos saudéveis, o que facilita sua propagacdo nosocomial por meio das maos de
profissionais da area da saude. Estas caracteristicas fazem com que C. parapsilosis seja cada
vez mais relacionada a surtos hospitalares, originando infecgdes principalmente em neonatos
prematuros (ALMIRANTE, et al., 2006; BONASSOLI et al., 2005; SEAGAL et al., 2005;
PFALLER et al., 2008; TROFA et al., 2008).

Nos Estados Unidos foi observado que C. parapsilosis ¢ a segunda espécie
mais comumente encontrada na corrente sanguinea de neonatos, sendo predominante em
algumas UTIs neonatais. O fato poderia ser explicado pela presenca do patdégeno nas maos
dos profissionais de saude (TROFA et al., 2008). Almirante et al. (2005 e 2006), em estudos

realizados na Espanha, também encontraram C. parapsilosis como a espécie mais
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freqiientemente isolada de neonatos, além de estar associada com a presenga de cateter venoso
central.

Pfaller et al. (2005, 2006a, 2006b, 2008, 2009) concluiram por varios
estudos aliados ao programa SENTRY de vigilancia internacional de candidemia, que C.
parapsilosis ¢ a segunda espécie mais frequentemente isoladas na América Latina, Canada e
Europa. Salientaram, ainda, que esta alta freqiiéncia de isolamento provavelmente seja pelo
manuseio inadequado de utilitdrios médicos e falhas nas medidas de controle de infeccao
hospitalar.

No Brasil, Pasqualotto et al. (2005) identificaram C. parapsilosis como a
principal causa de candidemia em pacientes pediatricos, com 38,5% dos casos. Em outro
estudo, realizado no nordeste do Brasil, foi evidenciada a importancia desta espécie em
episodios de candidemia, uma vez que foi o principal patdogeno isolado durante dois anos de
pesquisa, e apresentou a segunda maior taxa de mortalidade (MEDRANO et al., 2006).

Diferentemente de C. parapsilosis, que ¢ disseminada predominantemente
por via exogena, a maioria das infec¢des causadas por C. tropicalis sdo de origem enddgena.
Desta forma, esta espécie possui consideravel potencial bioldgico como agente oportunista em
pacientes acometidos por cancer, doengas hematologicas e quando ha supressao da microbiota
bacteriana pelo uso de antimicrobianos ou danos em mucosas (SEAGAL et al., 2005; NUCCI
e COLOMBO, 2007; RICHARDSON e LASS-FLORL, 2008).

Em artigo de revisdo realizado por Pfaller e Diekema em 2007, foi citado
que C. tropicalis é a segunda espécie mais comumente isolada na América Latina, junto com
C. parapsilosis, praticamente com percentagens de isolamento similares. Dados parecidos
também foram encontrados anteriormente por estudo conduzido por Godoy e colaboradores
em 2003, e por Nucci e Colombo em 2007.

Em estudo realizado entre os anos de 2001 e 2004 no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana, em Curitiba, C. tropicalis foi identificada como a segunda
espécie causadora de candidemia, predominantemente em adultos (FRANCA et al., 2008). Ja
a epidemiologia de C. tropicalis em neonatos ndo ¢ clara, mas o seu potencial de transmissao
nosocomial ndo pode ser negligenciado, visto que em estudo realizado por Roilides et al.
(2003) em UTI neonatal da Grécia foram encontrados 17 neonatos acometidos por esta
espécie por motivo de infec¢do cruzada.

Em estudo epidemiologico conduzido no Hospital Universitario de
Londrina/PR pelo nosso grupo de pesquisa, foi observado que 32,5% dos casos de candidemia

foram provocados por C. tropicalis, enquanto apenas 25% o foram por C. albicans. Neste
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mesmo estudo, dos isolados obtidos de mucosa, a espécie prevalente foi C. parapsilosis, com
52% dos casos, e dos isolados obtidos de sitios superficiais, a espécie prevalente foi C.
parapsilosis (45%), seguida de C. tropicalis (30%). Em relac¢ao aos casos de candiduria, este
estudo evidenciou que espécies de Candida nao-albicans corresponderam a 64% dos isolados,
destacando-se C. tropicalis que foi identificada em 53 de 101 isolados (ROTA, 2009). Em
estudo conduzido por Oliveira e colaboradores (2001), os dados mostraram que, de 166
isolados de amostras de urina, 53% corresponderam a C. tropicalis, e somente 36% a C.
albicans.

Cada vez mais, estudos epidemioldgicos evidenciam as caracteristicas
clinicas dos pacientes e as condutas médicas da regido em questao como os principais motivos
de variagdo na distribuigdo de espécies de Candida em ambientes hospitalares e, por de
analises comparativas entre os estudos citados at¢ o momento neste trabalho, ¢ possivel
propor que a combinagao entre estes fatores seja a principal responsavel por tais variagdes.

Pelo fato da distribui¢do das espécies do género Candida estar relacionada a
variaveis clinicas decorrentes de peculiaridades de cada regido demografica e respectivas
populagdes de estudo, particularmente quando se refere a espécies de Candida nao-albicans,
estudos para a caracterizacao do perfil epidemiologico deste género devem ser estimulados e
desenvolvidos de uma forma global, para que problemas referentes a cada local possam ser
identificados e agdes especificas de profilaxia, controle e combate a estas infeccdes possam
ser providenciadas.

Infecgdes do trato urinario causadas por Candida spp, candidiases invasivas,
e principalmente candidemia prolongam o tempo de permanéncia dos pacientes em hospitais e
conseqlientemente aumentam os gastos financeiros com o tratamento e a manutengdo dos
estados de morbidez destes pacientes. Além disso, altas taxas de mortalidade bruta (13% a
90%) e atribuida (24% a 60%) associadas a infec¢des nosocomiais por espécies de Candida
sdo relatadas, o que faz com que espécies deste género sejam consideradas microrganismos de
grande importancia clinica (PAPPAS et al., 2003; OLAECHEA et al, 2004; ALMIRANTE et
al., 2005, 2006; MORRELL et al., 2005; TORTORANO et al., 2006; PFALLER et al., 2005,
2006a, 2007, 2008; BOUGNOUX et al., 2008; MEAN et al.,2008; RICHARDSON ¢ LASS-
FLORL, 2008; VANDIJCK et al., 2008; HASSAN et al., 2009; MORAN et al., 2009;
FALAGAS et al., 2006, 2010; HA et al., 2010; NUCCI et al., 2010).

Grande parte destas infeccdes nosocomiais ¢ originalmente endogena,
geralmente adquirida pela colonizagao prévia de sitios anatomicos, tais como a cavidade oral,

os tratos gastrointestinal e urinario e a pele. Também hé fortes indicios da ocorréncia de
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infeccoes cruzadas e exdgenas decorrentes tanto da ma-higienizagdo das maos de
profissionais da area da satde quanto da inadequada desinfec¢do e esterilizacao de utilitarios
médicos (VINCENT, 2003; KOJIC et al., 2004; TORTORANO et al., 2006; BASSETTI et
al., 2006, 2007; DIMOPOULOS et al., 2007, 2008; BOUZA ¢ MUNOZ, 2008; MEAN et al.,
2008; SALOMAQO et al., 2008; HA et al., 2010; NUCClI et al., 2010).

Este fato sugere que a deteccdo de espécies de Candida em pacientes
hospitalizados, mesmo que apenas colonizando estes individuos, seja um fator de risco para
infecgdes por este género. Ou seja, sitios anatdmicos como a regido orofaringea e genital,
assim como regides mucosas colonizadas por Candida spp. sdo importantes reservatorios e
fontes potenciais destes agentes etioldgicos para a ocorréncia de candidiases invasivas e
candidemia (PITTET et al., 1994; CHARLES et al., 2005; MORRELL et al., 2005; GAREY
et al., 2006; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2007; DIMOPOULOS et al., 2007, 2008; LEON
et al., 2009; PLAYFORD et al., 2009; SHORR et al., 2009; BOUZA ¢ MUNOZ, 2008;
MEAN et al., 2008; HA et al., 2010).

Entretanto, o achado laboratorial de sitios colonizados/infectados por
espécies de Candida ainda ¢ muitas vezes subestimado em centros hospitalares, sendo tratado
apenas como conseqiiéncia secundaria de doengas e situagdes de base pelas quais o paciente
esta sendo acometido. Doengas e situagdes estas que, segundo alguns clinicos, se tratadas ou
retiradas implicam na erradicag@o da colonizag@o, ndo sendo necessarias maiores atengdes ou
tratamento para Candida spp., mesmo com toda a problematica exposta anteriormente
(DIMOPOULOS et al., 2007, 2008; LEON et al., 2009; PLAYFORD et al., 2009; SHORR et
al., 2009; BOUZA e MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; HA et al., 2010).

E valido ressaltar que as taxas de mortalidade de pacientes que adquirem
infecgdes por espécies de Candida permanecem bem mais elevadas em relagdo ao que se
poderia estimar caso somente a doenca de base dos mesmos fosse considerada
(GUDLAUGSSON et al, 2003; PFALLER e DIEKEMA, 2007; MEAN et al.,2008;
VANDIJCK et al., 2008; HASSAN et al., 2009; HA et al., 2010; NUCCI et al., 2010).

Neste contexto, encontra-se o achado laboratorial de candidaria. Embora
existam controvérsias relativas ao significado clinico de candiduria (colonizac¢do ou infecgao),
a deteccdo de Candida spp em amostras de urina de individuos saudaveis, coletadas por
técnicas adequadas, e a ocorréncia de infecgdes urindrias adquiridas em comunidade
provocadas por este género sdo incomuns. A candiduria geralmente ¢ observada em pacientes
hospitalizados, particularmente naqueles em unidades de terapia intensiva, desenvolvendo-se

no decorrer da internagdo, sendo ainda considerada por muitos autores como um fator de risco
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para candidiases invasivas e candidemia (LUNDSTROM e SOBEL, 2001; KAUFFMAN,
2005; MAGILL et al., 2006; COLOMBO ¢ GUIMARAES, 2007; TOYA et al.,, 2007;
BUKHARY, 2008; HOLLENBACH, 2008; VIDIGAL e SVIDZINSKI, 2009).

O atraso no inicio da terapia antifiingica estd associado ao aumento na taxa
de mortalidade em pacientes com candidiase invasiva e candidemia. Por isso, estratégias de
intervengoes antifiingicas profilaticas precoces (preventivas ou empiricas) t€m sido cada vez
mais recomendadas, antes da detec¢do de Candida spp. Tais estratégias seguem modelos de
risco preditivos baseados em fatores clinicos e/ou pardmetros de colonizagdo por espécies de
Candida, sendo a candiduria um dos itens considerados e calculados para o estabelecimento
do risco preditivo (PITTET et al., 1994; CHARLES et al., 2005; MORRELL et al., 2005;
GAREY et al., 2006; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2007; LEON et al., 2009; PLAYFORD
et al., 2009; SHORR et al., 2009).

Entretanto, estes modelos estdo em processo de validagdo, devido a
diferencas referentes a aplicabilidade, sensibilidade e especificidade destes entre diferentes
regides demograficas e populagdes de estudo. Além disso, o emprego destes modelos com
vistas ao inicio precoce de terapia antifungica tem contribuido apenas com a prevencao de
candidiases invasivas e candidemia, ndo apresentando impacto sobre as taxas de mortalidade.
Este fato pode estar associado a escolha inadequada do antifingico a ser utilizado para a
terapia profilatica, devido a diferentes perfis de resisténcia encontrados entre as espécies de
Candida.

Nas ultimas décadas observa-se um aumento progressivo no isolamento de
espécies de Candida nao-albicans em ambientes hospitalares, sendo que a este grupo tém sido
atribuidas as maiores taxas de mortalidade, tolerdncia a altas doses de antiflingicos e
resisténcia intrinseca a estas drogas (DA MATTA et al., 2007; PFALLER e DIEKEMA ,
2007; CHOW et al., 2008a, 2008b; MEAN et al., 2008; HASSAN et al., 2009; BRUDER-
NASCIMENTO et al., 2010; CONDE-ROSA et al., 2010; HA et al., 2010; NUCCI et al.,
2010; PEREIRA et al., 2010; TAN et al., 2010). Entretanto, a maioria dos modelos preditivos
para infecg¢des invasivas ndo distingue fatores de risco especificos para espécies de Candida
ndo-albicans. Além disso, dados epidemioldgicos referentes a candiduria ainda sdo escassos
no Brasil, se restringindo a estudos conduzidos em poucas regides do Centro-Oeste (Goiania)
e Sudeste (Sao Paulo e Ribeirdo Preto) (OLIVEIRA et al., 2001; KOBAYASHI et al., 2004;
PASSOS et al., 2005; BINELLI et al., 2006; SILVA et al., 2007).
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3.3 FATORES DE VIRULENCIA EM ESPECIES DO GENERO CANDIDA.

O estado fisiologico do hospedeiro ¢ o primeiro fator que influencia a
etiologia de infecgdoes causadas por espécies do género Candida, contribuindo para o
desencadeamento de um extenso repertorio génico de determinantes de viruléncia
seletivamente expressos de acordo com o tipo, estagio e sitio anatdmico da infeccdo, com a
resposta natural do organismo, assim como os fatores de predisposicdo pelos quais o
individuo estd sendo afetado Ou seja, de acordo com a necessidade do fungo no curso da
infeccdo (STAIB et al., 2000; HAYNES, 2001; HUBE e NAGLIK, 2001; KANTARCIOGLU
e YUCEL, 2002; NAGLIK et al., 2003; TAVANTI et al., 2004).

Dentre os principais determinantes de viruléncia atribuidos as espécies do
género Candida, destacam-se a habilidade de produzir e secretar enzimas hidroliticas
(proteases e fosfolipases), a capacidade de variagdo da morfologia celular (formagdo de hifas,
pseudo-hifas e variagdes fenotipicas), formacdo de biofilme e a expressao de fatores de
adesao (GHANNOUN, 2000; HAYNES, 2001; HUBE e NAGLIK, 2001; NAGLIK et al.,
2003; HUBE, 2004, 2009; SCHALLER et al., 2005; GOKCE et al., 2007; NAGLIK et al.,
2008). O fator hemolitico também tem sido reconhecido como um possivel atributo de
patogenicidade nas espécies de Candida (LUO et al., 2001, 2004; FURLANETO-MAIA et
al., 2008; FRANCA et al., 2010a, 2010b).

A grande maioria dos estudos de caracterizagdo destes fatores de viruléncia
foi realizada empregando-se a espécie C. albicans como modelo, tanto em experimentos in
vitro quanto in vivo. Entretanto, com a emergéncia de espécies de Candida nédo-albicans ¢
conseqliente importancia clinica que elas adquiriram, estudos comparativos relacionados a
estas espécies comegaram a ser explorados. A evidéncia inicial de que a manifestacdo destes
fatores ocorre de forma diferenciada entre as espécies despertou o interesse da comunidade
cientifica, que atualmente esta na corrida para a descoberta e elucidagcdo de eventos bioldgicos

referentes a fatores de viruléncia peculiares a cada espécie de Candida.

3.4 PHENOTYPIC SWITCHING

A mudanga fenotipica (phenotypic switching) ¢ um evento cuja as colonias
de uma mesma linhagem de Candida podem assumir formas diferentes (morfotipos distintos),
em uma frequencia relativamente elevada, de aproximadamente uma coldnia modificada para

cada 100 a 10000 coldnias originais. O evento pode ocorrer tanto independetemente de
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estimulos ambientais quanto em resposta a eles (BISWAS et al., 2007, MIRANDA et al.,
2007; JAIN et al, 2008; JAIN e FRIES, 2009; KARKOWSKA-KULETA, et al., 2009;
MOURA et al., 2010).

Uma das principais causas destas alteragdes morfologicas ¢ atribuida a
alteragdes na decodificacdo do codigo genético de Candida spp., particularmente ao evento de
redesignacao do codon CUG, traduzido como serina ao invés de leucina em algumas espécies
do género (GOMES et al., 2007; MIRANDA et al., 2007; MOURA et al., 2010).

Espécies do género Candida também possuem mecanismos sofisticados de
detecg¢do e resposta a estimulos ambientais, ativando interruptores de desenvolvimento que
resultam em mudancas coordenadas na fisiologia celular, morfologia e aderéncia (BISWAS et
al., 2007; GOMES et al., 2007; MOURA et al., 2010).

A mudanga fenotipica ¢ um evento reversivel, podendo variar entre
diferentes morfotipos na frequéncia descrita anteriormente, mas a morfologia colonial pode se
manter estavel e passar por varias geragdes apos o evento de “switch” inicial (JAIN et al,
2008; JAIN e FRIES, 2009; KARKOWSKA-KULETA, et al., 2009).

Este evento promove mudancas nas propriedades da superficie celular das
células componentes do novo variante morfolégico e mudancas de suas propriedades
bioquimicas e metabdlicas, conferindo a este género uma grande versatibilidade para
adaptacdo e sobrevivéncia a variacdes ambientais, o que capacita espécies deste género a
habitar os mais variados ecossistemas (BISWAS et al., 2007, GOMES et al., 2007, MOURA
et al., 2010).

Esta mudanca fenotipica estéa relacionada também a diferentes potenciais de
viruléncia e perfis de suscetibilidade a antifingicos, podendo capacitar e tornar mais eficaz o
estabelecimento e desenvolvimento de uma infeccdo por determinado morfotipo de uma
linhagem de Candida (JAIN et al, 2008; JAIN e FRIES, 2009; KARKOWSKA-KULETA, et
al., 2009).

Apesar deste evento ja ser bem caracterizado em C. albicans e demonstrado
ocorrer em outras espécies de Candida, ainda sdo escassos estudos de “phenotypic switching™
referentes a espécies ndo-albicans. Destaca-se dentro deste contexto, a espécie C.
parapsilosis, cujo estudo realizado por Laffey e Butler (2005) demonstrou o potencial
diferenciado de variantes fenotipicos de C. parapsilosis quanto a velocidade de multiplicagdo
celular, diferenciagdo dos blastoconideos em hifas e pseudohifas, penetrabilidade em agar e

formacao de biofilme em superficie abiotica.
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Sabe-se que C. parapsilosis é comumente encontrada na pele e maos de
profissionais da area da saude, que servem de reservatorio e fonte de contaminagdo para
infecgdes por esta espécie. Praticas de higiene inadequadas possibilitam a disseminacdo de
microrganismos pelo ambiente hospitalar, podendo ocasionar surtos de infec¢des, que s@o
comumente relacionados a esta espécie (ALMIRANTE, et al., 2006; BONASSOLI et al.,
2005; SEAGAL et al., 2005; PFALLER et al., 2008; TROFA et al.,, 2008; BOUZA e
MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; HA et al., 2010).

A habilidade de C. parapsilosis quanto a producdo de matriz extracelular e
formagao de biofilmes em superficies abidticas, além da resisténcia a drogas antifungicas,
contribui com a persisténcia deste patdgeno no ambiente hospitalar (ALMIRANTE, et al.,
2006; BONASSOLI et al., 2005; SEAGAL et al., 2005; PFALLER et al., 2008; TROFA et
al., 2008; BOUZA e MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; HA et al., 2010).

3.5 PROTEASES ASPARTICAS SECRETADAS (SAPS)

As enzimas hidroliticas extracelulares estdo entre o0s principais
determinantes de viruléncia do género Candida, sendo fundamentais na instalacdo e
desenvolvimento da infec¢do. Dentre estas, destacam-se as aspartil proteases secretadas
(SAPS). Estudos referentes a C. albicans constataram a existéncia de 10 genes SAP (SAPI1-
SAP10), que estdo associados com outros determinantes de viruléncia como fatores de adesao,
formacao de hifas e alteracao fenotipica.

Estudos empregando mutantes SAP-deficientes demonstram que SAPI,
SAP2 e SAP3 estao relacionados a infec¢des de mucosas e, SAP4, SAP5 e SAP6 a infeccoes
sistémicas. Dependendo da combinacgdo de genes mutados pode-se observar uma diminui¢ao
significativa da viruléncia e dos danos causados aos tecidos, assim como uma resposta
imunologica mais eficiente por parte do hospedeiro, tanto em infec¢des sist€émicas como de
mucosas. No entanto, a disrup¢do de genes SAP pode ser compensada pela expressdo dos
outros genes desta familia que permanecem inalterados (HUBE e NAGLIK, 2001; NAGLIK
et al., 2003).

Estudos recentes de expressdao de genes SAPs por C. albicans evidenciaram
a ocorréncia de variacdo nos perfis de expressdo destes genes em resposta a diferentes
condigdes, tanto in vitro quanto in vivo (NAGLIK et al., 2003, 2008; TAYLOR et al., 2005;
BROWN et al., 2007; KUMAMOTO, 2008). Por exemplo, a expressdo do gene SAP7 ndo foi
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encontrada em condigOes testadas in vitro, mas foi observada em isolados clinicos de C.
albicans retirados diretamente de pacientes infectados.

Ha genes, como SAPS, cuja expressao diferencial ¢ evidenciada em isolados
provenientes de multiplos sitios de infec¢do. Em contraste, a indu¢do da expressao de SAP2
por C. albicans foi observada em infec¢des hepaticas, mas ndo em infecgdes do esdfago e
vagina. Da mesma forma, SAP6 tem sua expressao induzida em células fungicas que invadem
modelos reconstituidos de epitélio humano e em células fingicas provenientes de lesdes orais,
mas ndo em células fingicas provenientes de infec¢des renais (NAGLIK et al., 2003, 2008;
TAYLOR et al., 2005; BROWN et al., 2007; KUMAMOTO, 2008).

A expressao dos genes SAP1, SAP3, SAP4, SAP7 ¢ SAPS de C. albicans esta
correlacionada a infeccdo de epitélio oral, enquanto a expressdo dos genes SAP1, SAP3 e
SAP6-8 a infecgdes de epitélio vaginal. Em contrapartida, hd estudos relatam apenas a
expressao diferencial de SAP4 e SAP5 em modelos de infecgdes vaginais. Isto mostra o grau
de variabilidade do perfil de expressdao dos genes SAP de C. albicans (NAGLIK et al., 2003,
2008; TAYLOR et al., 2005; BROWN et al., 2007, KUMAMOTO, 2008).

Determinantes de viruléncia em Candida spp ¢ um campo de estudo
complexo devido a diversidade de fatores que atuam nas diferentes espécies. Muito ainda
precisa ser elucidado, sendo evidente a necessidade de estudos visando a caracterizagdo destes
determinantes nas diferentes espécies do género.

Dentro deste contexto, destaca-se C. tropicalis, que além de sua tolerancia a
altas doses e propensdo a resisténcia aos antifungicos comumente empregados, tem sido
encontrada com alta freqiiéncia, sendo a segunda espécie mais isolada em varias regides
demograficas, incluindo o Brasil, como descrito anteriormente.

Zaugg e colaboradores (2001) evidenciaram que C. tropicalis possui quatro
genes que codificam para proteases asparticas secretadas (SAPs), denominados SAPTI1 a 4.
No entanto sdo poucos os estudos relativos a expressao desses genes, sendo que até o
momento apenas a expressdo diferencial (indugdo em relacdo a situagcdo controle) do gene
SAPT1 foi demonstrada.

Recentemente, metodologias moleculares de diagndstico e andlise
quantitativa da expressdo de genes representam ferramentas importantes na pesquisa basica,
medicina molecular e biotecnologia. Neste contexto, a metodologia de PCR em tempo real,
uma variante da reacdo de PCR convencional, representa uma importante ferramenta devido a

capacidade de gerar resultados quantitativos, permitindo a caracterizagdo e confirmagdo de
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padrdes de expressao génica, além da comparacdo dos niveis de RNAm em diferentes

amostras (BUSTIN, 2002; JUNG et al., 2000).
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Resumo

A candiduria tem sido relatada como um fator de risco para infecgdes invasivas e candidemia,
fazendo parte da base de calculo de muitos modelos preditivos para o inicio precoce de
intervengdes antifingicas profilaticas. Entretanto, dados referentes a epidemiologia da
candidaria sdo escassos e a maioria dos modelos preditivos para infec¢des invasivas nao
distinguem fatores de risco especificos para espécies de Candida nao-albicans. Desta forma,
este trabalho teve como objetivo estabelecer o perfil epidemiologico da candiduria no HU de
Londrina/PR entre os anos de 2006 e 2007, classificar a extensdo da candiduria em diferentes
niveis e identificar fatores de risco especificos para o isolamento de espécies de Candida nao-
albicans. Neste estudo foram incluidos isolados clinicos de Candida spp obtidos de
uroculturas positivas de individuos atendidos no Hospital Universitario da Universidade
Estadual de Londrina no periodo de 2006 a 2007, cuja detecgdo foi > 10 UFC mL™". Um total
de 157 isolados de Candida foi obtido, incluindo C. albicans (n=72), C. tropicalis (n=54), C.
glabrata (n=20), C. parapsilosis (n=8), C. krusei (n=2) e C. dubliniensis (n=1). A extensdo da
candiduria foi classificada em tres diferentes niveis: nivel 1 (candiduria leve), nivel 2
(candiduria de risco) e nivel 3 (candiduria pesada). Houve diferenca significativa entre a
freqiiéncia de isolamento de C. albicans e espécies ndo-albicans em relagdo aos diferentes
niveis de candiduria estabelecidos neste estudo, evidenciando a candiduria nivel 3 (candiduaria
pesada) como um fator de risco independente para o isolamento de espécies ndo-albicans.
Desta forma, além de dados epidemioldgicos referentes a candiduria, este estudo também
evidenciou fatores de risco especificos para o isolamento de espécies de Candida ndo-
albicans provenientes de candidiria, podendo auxiliar tanto no tratamento da propria
candidaria quanto na otimizagdo dos modelos preditivos de infecgdes invasivas ja existentes,
contribuindo para a escolha de terapias profilaticas mais adequadas e eficazes. Pode-se
concluir que a contagem de UFC mL™ de urina e subseqiiente classificagio da extensio da
candiduria em diferentes niveis pode ser utilizada como marcador de isolamento de espécies
de Candida nao-albicans.

Palavras-chave: Candida. Candiduria. Epidemiologia. Espécies ndo-albicans. Candidemia.
contagem de UFC.

' Enderego para correspondéncia: Dra. Marcia C. Furlaneto. Tel: 55 43 3371-5736. e-mail: furlaneto@uel.br
Depto. de Microbiologia/CCB/UEL. Caixa Postal 6001, 86051-990, Londrina,PR.
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Abstract

Candiduria has been reported as a risk factor for invasive infections and candidaemia, being
part of the calculation basis of many predictive models to early initiation of antifungal
prophylactic interventions. However, data regarding the epidemiology of candiduria are
scarce and most predictive models for invasive infections do not distinguish specific risk
factors for species of Candida non-albicans. Thus, this study aimed to establish the
epidemiological profile of candiduria at UH of Londrina/PR between the years 2006 and
2007, to classify the extent of candiduria at different levels and to identify specific risk factors
for the isolation of Candida non-albicans species. The study included clinical isolates of
Candida obtained from patients positive urine cultures whose detection was > 10> CFU mL™".
A total of 157 Candida isolates were obtained, including C. albicans (n = 72), C. tropicalis (n
= 54), C. glabrata (n = 20), C. parapsilosis (n = 8), C. krusei (n = 2) and C. dubliniensis (n =
1). The extent of candiduria was classified into three different levels: Level 1 (light
candiduria), level 2 (risk candiduria) and Level 3 (heavy candiduria). There was a significant
difference between the frequency of isolation of C. albicans and non-albicans species in
relation to different levels of candiduria established in this study, showing candiduria level 3
(heavy candidaria) as an independent risk factor for the isolation of non-albicans species.
Thus, in addition to epidemiological data of candiduria, this study also showed specific risk
factors for the isolation of non-albicans Candida species from candiduria, which can help in
both the treatment of candiduria itself as the optimization of predictive models of invasive
infections that already exist, contributing to the most appropriate and efficient choice of
prophylactic therapy. It can be concluded that the number of CFU mL™ of urine and
subsequent classification of the extent of candiduria at different levels can be used as an
isolation marker of Candida non-albicans species.

Keywords: Candida. Candidtria. Epidemiology. Non-albicans species. Candidaemia. CFU
count.

INTRODUCAO

Atualmente, espécies de Candida estdo entre os principais agentes
causadores de infecgdes nosocomiais em todo o mundo e sua ocorréncia vem aumentando
significativamente, muitas vezes em propor¢des superiores as dos demais patogenos' "

Infecgdes do trato urinario causadas por Candida spp, as candidiases
invasivas e principalmente candidemia prolongam o tempo de permanéncia dos pacientes em
hospitais e conseqiientemente aumentam os gastos financeiros referentes ao tratamento e
manutengao dos estados de morbidez destes pacientes. Além disso, altas taxas de mortalidade
bruta (13% a 90%) e atribuida (24% a 60%) associadas a infec¢des nosocomiais por espécies
de Candida sdo relatadas'>*>71%13,

Embora existam controvérsias relativas ao significado clinico de candiduria,

a deteccdo de Candida spp em amostras de urina de individuos saudaveis, coletadas por

técnicas adequadas, e a ocorréncia de infecgdes urindrias adquiridas em comunidade
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provocadas por este género sao incomuns. A candidiria geralmente ¢ observada em pacientes
hospitalizados, particularmente naqueles em unidades de terapia intensiva, desenvolvendo-se
no decorrer da internagdo, sendo ainda considerada por muitos autores como um fator de risco
para candidiases invasivas e candidemia'**'.

O atraso no inicio da terapia antifingica estd associado ao aumento na taxa
de mortalidade em pacientes com candidiase invasiva e candidemia. Por isso, estratégias
precoces de intervencdes antifiingicas profilaticas (preventivas e empiricas) tém sido cada vez
mais recomendadas, mesmo antes da deteccdo de infec¢des sistémicas. Tais estratégias
seguem modelos de risco preditivos baseados em fatores clinicos e/ou parametros de
colonizagdo por espécies de Candida, muitos dos quais a candidtria faz parte da base de

, 22-33
calculo .

Entretanto, estes modelos estdo em processo de validagdo, devido a diferencas
referentes a aplicabilidade, sensibilidade e especificidade destes entre diferentes regides
demograficas e populagdes de estudo. Além disso, o emprego destes modelos com vistas ao
inicio precoce de terapia antiflingica tem contribuido apenas com a preven¢ao de candidiases
invasivas e candidemia, ndo apresentando impacto sobre as taxas de mortalidade. Este fato
pode estar associado a escolha inadequada do antifingico a ser utilizado para a terapia
profilatica, devido a diferentes perfis de resisténcia encontrados entre as espécies de Candida.

Nas tultimas décadas observa-se um aumento progressivo no isolamento de
espécies de Candida nao-albicans em ambientes hospitalares, sendo que a este grupo tém sido
atribuidas as maiores taxas de mortalidade, tolerdncia a altas doses de antiflingicos e
resisténeia intrinseca a estas drogas'™*®®***’. Entretanto, a maioria dos modelos preditivos
para infec¢des invasivas ndo distingue fatores de risco especificos para espécies de Candida
nao-albicans. Além disso, dados epidemiologicos referentes a candiduria ainda sdo escassos
no Brasil, se restringindo a estudos conduzidos nas regides Centro-Oeste (Goidnia) e Sudeste

(Sao Paulo e Ribeirao Preto)3 8-42

. Desta forma, este trabalho teve como objetivo estabelecer o
perfil epidemioldgico da candiduria no HU de Londrina/PR entre os anos de 2006 ¢ 2007,
classificar a extensdo da candiduria em diferentes niveis e identificar fatores de risco

especificos para o isolamento de espécies de Candida nao-albicans.
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METODOLOGIA
Delineamento e populacgéo do estudo

Neste estudo foram incluidos 157 isolados clinicos de Candida spp obtidos
de uroculturas positivas, cuja detec¢io de Candida spp foi igual ou superior a 10 unidades
foramdoras de coldnias por mililitro de urina (UFC mL™"), de individuos atendidos no
Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU) no periodo de 2006 a
2007. Foi utilizado 0 método da diluigdo seriada em placa para a quantificagio das UFC mL"
de urina. Ap6s quantificacdo, as amostras foram classificadas em faixas que abrangem 107 a
10" UFC mL"" de urina. Dois grupos de pacientes foram considerados: pacientes atendidos em
ambulatérios (externos) e pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTIs).
Informacdes relativas a sexo e idade de cada paciente, bem como dados referentes a fatores de
risco pelos quais estavam sendo acometidos no momento da detec¢ao da candiduria (uso de
antibidtico, nutricdo parenteral, presenca de cateter urindrio, processos cirurgicos, diabetes
mellitus, cancer e HIV) foram avaliados. Apenas a primeira detec¢do de candiduria de cada

paciente foi considerada.
Identificag&@o dos isolados clinicos de Candida spp.

Os isolados foram presuntivamente identificados em CHROMagar®
Candida Agar (CA; CHROMagar, France) de acordo com instru¢des do fabricante. A
identificagdo molecular foi realizada pela técnica da PCR com o emprego de
oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos correspondentes a regides intergénicas
(ITS1 e ITS2), descritos por Li e colaboradores®, como segue: CA (Candida albicans, 5'-
TCA ACT TGT CAC ACC AGA TTA TT-3"), CT (Candida tropicalis, 5'-AAG AAT TTA
ACG TGG AAA CTT A-3"), CGL (Candida glabrata, 5'-CAC GAC TCG ACA CTT TCT
AAT T-3"), CP (complexo Candida parapsilosis, 5'-GGC GGA GTA TAA ACT AAT GGA
TAG-3"), CK (Candida krusei, 5'-GAT TTA GTA CTA CAC TGC GTG A-3") e o
oligonucleotideo universal ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") localizado no
DNAr 26S descrito por Willians e colaboradores™.

Para tal, células provenientes de uma tnica coldnia isolada apds cultivo de
18 horas a 28° C em meio Sabouraud (4% dextrose, 1% peptona, 1% extrato de levedura,

1.5% agar), de cada isolado de Candida spp., foram diretamente adicionadas a mistura de
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reacdo de volume final de 20 pL contendo: 25 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato; 1,5
mM de cloreto de Magnésio; 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador; 2 pl (10% do
volume final) de 10X Taq Buffer (INVITROGEN); 0,1 U de Taq polymerase
(INVITROGEN). Todas as amplificacdes foram realizadas em termociclador Mastercycle
gradiente (Eppendorf) com as seguintes condi¢des de reagdo: desnaturacdo inicial de 10
minutos a 94° C, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturacao), 60°C por 1

minuto (annealing) e 72°C por 1 minuto (extensao), e, extensdo final a 72°C por 2 minutos.

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa SPSS
Statistics 17.0 (SPSS inc. Chicago, Illinois, EUA). Para a andlise de varidveis categoricas e
variaveis continuas foi utilizado o teste do qui-quadrado ()* test) e o teste t (t student test),

respectivamente. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Perfil epidemioldgico de candiduria

Durante o periodo de estudo, um total de 157 isolados de Candida foram
obtidos de episddios de candiduria em pacientes atendidos no HU, incluindo C. albicans

(n=72), C. tropicalis (n=54), C. glabrata (n=20), C. parapsilosis (n=8), C. krusei (n=2) ¢ C.
dubliniensis (n=1) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribui¢@o das espécies de Candida relacionadas a episodios de candidiria no Hospital Universitario da Universidade Estadual
de Londrina no periodo de 2006 ¢ 2007.

isrj:n?lzs C. albicans mao-albicans C. tropicalis C. glabrata C. parapsilosis C. krusei  C. dubliniensis
2006 85 45 (33)* 40047) 27(32) 12(14) 0L (1.0} - -
2007 72 27(37.5) 45(625) 27(37.5) 08 (11) 07 (10) 02(3.0) 01 (1.0}
Total 157 72 (40) 85(54) 54(34) 20(13) 08 (5.0) 02(1.0) 01 (1.0)

*Valores em parénteses correspondem a percentagens em relagdo ao numero total de isolados.
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A metodologia de PCR empregada propiciou a identificagdo dos isolados
obtidos. Um isolado apresentou caracteristicas morfologicas em meio CHROMagar Candida
sugestivo para C. albicans (colonias verdes), mas ndo foi confirmado molecularmente pelo
emprego de oligonucleotideos iniciadores especificos para esta espécie. Também nao foram
observados produtos de amplificacdo quando empregado para a identificacdo deste isolado os
oligonucleotideos descritos anteriormente para outras espécies. Este isolado foi entdo
identificado pela técnica descrita por Khan e colaboradores (2004)* que se baseia no emprego
do meio “tobacco Agar” que possibilita a diferenciacdo de C. albicans (colonias lisas de
coloragdo branca-creme) ¢ C. dubliniensis (colonias com hifas nas bordas ¢ coloragdo
amarelo-marrom). C. dubliniensis é um patogeno emergente que partilha muitas
caracteristicas fenotipicas com C. albicans. Estas similaridades tém resultado em
identificagdo erronea destas espécies™.

A distribuicdo das espécies variou no periodo avaliado. Em 2006, C.
albicans foi a espécie mais isolada, sendo responsavel por 53% dos episodios de candiduria,
seguida de C. tropicalis (32%), C. glabrata (14%) e C. parapsilosis (1%). Ja em 2007,
ocorreu a diminui¢do da freqiiéncia de isolamento de C. albicans (37,5%), equiparando-se
com a freqiiéncia de isolamento de C. tropicalis. A freqiiéncia de C. glabrata foi de 11%,
semelhante ao observado para C. parapsilosis (10%) que foi a espécie que apresentou maior
aumento quanto a freqiiéncia de isolamento em relagdo ao ano anterior. Neste ano, foram
também isoladas C. krusei e C. dubliniensis, diferentemente do observado em 2006.

Como observado na Tabela 1, em 2006 ocorreu um maior numero de casos
de C. albicans (n=45) em relagdo as espécies de Candida nao-albicans (n=40), enquanto que,
em 2007 houve inversdo deste perfil, com as espécies nao-albicans ocorrendo em 62,5% dos
episodios de candiduria. Embora ndo tenha havido diferenca significativa (p=0,053) entre as
freqiiéncias de isolamento de C. albicans e do grupo de Candida ndo-albicans quando
comparado os anos de 2006 e 2007, observa-se a tendéncia para prevaléncia das espécies nao-
albicans, evidenciado-as como o grupo responsavel pelo maior numero de casos de candiduria
encontrados no periodo estudado.

C. tropicalis foi a espécie mais isolada do grupo das nao-albicans,
corroborando com o perfil epidemiologico de candidaria encontrado por outros estudos, que

também constataram C. tropicalis como a segunda espécie mais comumente isolada®™*. E

m
estudo realizado por Oliveira e colaboradores em 200141, C. tropicalis foi a espécie de
Candida mais isolada, sendo responsavel por 52,5% dos casos de candiduria, seguido por C.

albicans e C. glabrata, com 35,5% e 8%, respectivamente. Em nosso estudo, foi observada a
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equiparacdo entre a freqiiéncia de isolamento de C. albicans ¢ C. tropicalis de 2006 para
2007, mostrando ndo apenas a ja constatada prevaléncia de espécies nao-albicans, mas
também a diminui¢do de casos por C. albicans e a tendéncia desta espécie a ser superada por
C. tropicalis, fato ja encontrado por Oliveira e colaboradores*’ como descrito anteriormente.
C. tropicalis esta entre as quatro espécies de Candida mais isoladas de infecgoes sanguineas
em todo o mundo e esta sendo considerado um patégeno emergente devido ao aumento em
escala global da propor¢io em que vem sendo encontrada. Na Asia e América Latina ja ¢ a
espécie mais isolada do grupo das Candida nao-albicans, chegando a sobrepor a freqiiéncia
de isolamento de C. albicans em alguns estudos epidemioldgicos de candidemia'™!=43747-3%

Importante destacar também os casos de C. glabrata, terceira espécie mais
isolada em nosso estudo. Em regides da América do Norte (principalmente nos EUA) e
Europa esta espécie ¢ a segunda mais comumente isolada, seguida por C. parapsilosis. ''"
Entre as espécies ndo-albicans, C. glabrata e principalmente C. krusei estdo associadas aos
mais elevados indices de resisténcia, fato este que preocupa a comunidade cientifica destas
regides e desperta a atengdo na regido Sul do Brasil devido a freqiiéncia com que vem sendo
encontrada. Foi observado em 2007 o aparecimento de dois casos de C. krusei, que apesar de
ndo ser numericamente significativo, reforga o fato de espécies intrinsecamente resistentes
estarem sendo cada vez mais isoladas.

No geral, o perfil epidemiolégico de candidiria acompanha as mesmas
tendéncias observadas em estudos de candidemia no que se refere a distribuicdo das espécies
entre as diferentes regides demograficas e populagio de estudo'™'?***>*7  Cinco espécies
sdo responsaveis por mais de 95% dos casos de infecgdes provocadas pelo género Candida:
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei, sendo as demais espécies,

1-11,58 :
=%, Em nosso estudo foi

no momento, consideradas como espécies de Candida incomuns
confirmado um caso de candiduaria por C. dubliniensis, que dentre as espécies incomuns ¢ a

mais freqiientemente encontrada’®.

Caracteristicas clinicas dos pacientes candiduria positivos

A maioria dos estudos relaciona as caracteristicas clinicas dos pacientes
apenas a fatores de risco para a ocorréncia de candiduria, ndo distinguindo fatores especificos

9,18-21,55-57,60,61 .
18-21.95-57.6061 " Dy;ferentemente, em nosso estudo

para o isolamento de espécies nao-albicans
foram avaliados os principais fatores de risco a candiduria ja descritos na literatura, em busca

de condigdes especificas que favoregam o isolamento de espécies de Candida nao-albicans.
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Apenas a utilizagdo prévia de antifungicos tem sido relatada como fator de risco para o
isolamento de espécies ndo-albicans em urina®®, enfatizando ainda mais a necessidade da
definicdo de melhores pardmetros para a escolha de terapias profilaticas.

A maioria dos episodios de candiduria (84%) ocorreu em pacientes
internados em UTlIs, cuja freqiiéncia de isolamento das espécies nao-albicans (57%) foi
superior a de C. albicans (Tabela 2). Em contrapartida, C. albicans foi a espécie mais isolada
(60%) em pacientes ambulatoriais (Tabela 4), sendo que o estado de gestagdo nestas pacientes
influenciou significativamente (p=0,008) o isolamento desta espécie em relacdo ao grupo nio-
albicans (dados ndo mostrados). Desta forma, a gesta¢do foi considerada como um fator de
risco independente para o isolamento de C. albicans em relagdo a espécies nao-albicans em

pacientes ambulatoriais.
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos pacientes candiduria positivos atendidos no Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina
no periodo de 2006 e 2007.

Espécies de Candida

e Numero total
Variaveis de isolados CL albhicans nao-albicans C. fropicalis C. glabiriati C. parapsilosis O krusel C. dubfiniensis
_ n="72 =85 =54 =20 =108 ri=02 n=01
n= 157
Sexo
Masculino B3 (54)* 37(51) 48 (56} 36(67) 05(25) 05(62) 01 0l
Fernmno 72(46) 35(49) 3744y 18 (33} 15(75) (03 (38) 01 -
Liade (anos)
=1 L1(07) 07 (10) 04 (05) 02 (04) 02{10) - - -
02-15 05(03) 04 (03) OL(0L) - 01 (5.00 - - -
16- 35 32(20) 13(18) 19(22) 10(18) 06 (30) 03(37) - -
36 - a0 40(25) 20(28) 20(23) 14(26) 03(15) Orc12y 02 -
=6l 69 (44) 28 (39) 41 (48} 28(52) 08 (40) 04050} - a1
Condicies de base
Paclentes 25(16) 15 (21) 10(12) 07(13) 0315 : - :
ambulatoriais
Pacientes e UT1 132 (84 37(79) T5(88) 47(87) 17 (85) 08 (1000 02 01
Uso de antibadtico 110 {70) 45 (63) B5(76} 42 (78} 16 ({80) 06(75) 01 -
MNutnigiio pareiteral B3(34) 34(47) 31 (6} 35(65) 12{60) 03(37) - a1
Cateter vrinario TA(AT) 31 (43) 43 (50) 20(54) 08 (40) 05(62) - 01
Processo Cinrgico 65(41) 28 (39) 37(44) 25(46) 07(35) 04 (50) - 01
Diabetes 26(17) 11(15) 15(17) 12(22) 01 (5.0) 01¢12) - 01
Cancer 14(09) 04 (05) 10012} 05 (15) 02(10) - - -
HIV 08 (03) 03 (04) N5 (06) 01(02) - (03(37) 01 -

*Valor em parénteses corresponde a percentagem em relagdo ao n de cada coluna.
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Nenhuma outra condi¢do de base foi considerada como um fator de risco
independente significativo para o isolamento de espécies ndo-albicans. Entretanto, ¢ nitida a
influéncia positiva destas condigdes de base para o isolamento de espécies ndo-albicans, visto
que as freqiiéncias de isolamento de Candida spp em relagdo ao nimero de pacientes
acometidos por cada condi¢do de base foram superiores no grupo das ndo-albicans em todos
0s casos, exceto em pacientes ambulatoriais (Tabela 2).

A maioria dos estudos referentes a fatores de risco para o desenvolvimento

18-21,55,56,60,61 .
9, 7o e dados relativos a fatores de

de candiduria ¢ baseada em pacientes em UTIs
risco & candiduria adquiridas fora do ambiente hospitalar sio escassos’’. Nosso estudo
proporciona dados referentes a candiduria em pacientes externos e corrobora com o relatado
por Colodner e colaboradores em 2008>’, mostrando uma maior freqiiéncia do sexo feminino
e faixas etarias mais baixas em pacientes atendidos em ambulatorios quando comparado a
pacientes em UTIs (dados ndo mostrados). Entretanto, Colodner e colaboradores nao
encontraram diferengas significativas referentes a distribuigdo de espécies de Candida entre
pacientes ambulatoriais e em UTIs, como evidenciado em nosso estudo.

Do total de pacientes candiduria positivos detectados no periodo de estudo,
85 eram do sexo masculino e 72 do sexo feminino. Ambos 0s sexos apresentaram uma maior
freqiiéncia de isolamento das espécies de Candida nao-albicans, sendo esta diferenca mais
expressiva para o sexo masculino. Foi encontrada diferenga significativa entre os sexos
masculino e feminino para os fatores de risco UTI (p=0,0001), nutri¢do parenteral (p=0,01),
cateter urinario (p=0,026) e HIV (p=0,041). Dos homens, apenas 3 (3,5%) nao estavam em
UTIs. Das mulheres, 50 (69,5%) estavam em UTIs e 22 (30,5%) foram atendidas em
ambulatérios (dados ndo mostrados). Dos pacientes homens em UTIs, 54 (63,5%) estavam
recebendo nutricdo parenteral e 47 (55%) estavam com cateter urinario, contra 31 (43%) e 27
(37,5%) dos pacientes do sexo feminino, respectivamente (dados ndo mostrados). Todos os
pacientes HIV positivos estavam em UTIs, eram do sexo masculino e apresentaram
candiduria provocadas por espécies nao-albicans, exceto uma paciente gestante HIV positiva
atendida no ambulatorio, que apresentou candiduria por C. albicans (dados ndo mostrados).
Desta forma, pode-se constatar que pacientes do sexo masculino em UTIs, com os fatores de
risco descritos anteriormente tém uma maior predisposi¢do para o isolamento de espécies ndo-
albicans. Isto pode explicar a maior freqiiéncia de isolamento de espécies ndo-albicans em
pacientes do sexo masculino (56%) quando comparados a pacientes do sexo feminino (44%) e

também, da maior diferenga no percentual de isolamento entre espécies ndo-albicans e C.
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albicans em homens quando comparado a diferenga percentual entre estes dois grupos
observada em mulheres (Tabela 2).

Nido houve diferenga significativa quanto ao isolamento de C. albicans e
espécies nao-albicans em relagdo as faixas etarias estabelecidas em nosso estudo. Entretanto,
pode-se observar uma maior freqiiéncia de isolamento de C. albicans em pacientes com idade
inferior a 15 anos e de espécies do grupo nao-albicans em pacientes acima de 60 anos de
idade. A maioria dos estudos relata o sexo feminino e idade avancada como um fator de risco

9,18-21,55,56,60,61 . . ,
2EE22RERT Em nosso estudo, foi observado um maior nimero de casos de

para a candiddria
candidaria em pacientes do género masculino, relacionando-os a condigdes que predispdem
significativamente ao isolamento de espécies nado-albicans. Além disso, a idade avangada
mostrou influenciar a candidaria provocada por espécies ndo-albicans em nosso estudo,
similarmente ao relatado em estudos de candidemia, que consideram a idade avancada um
fator de risco para infecgdo por espécies ndo-albicans'®>**’. De acordo com os resultados
descritos, pode-se concluir que as condigdes de base, quando analisadas coletivamente, se

tornam fatores de risco para candidtria provocada por espécies nao-albicans.

Classificacdo da candiduria quanto ao nimero de UFC mL™ de urina e sua relacdo com

fatores de risco e espécies de Candida ndo-albicans.

O achado laboratorial de candiduria traz controvérsias na sua interpretacao,
uma vez que ela pode representar diferentes significados clinicos, ndo existindo consenso na
sua caracterizagio como colonizagio ou infecgio. E fato que, qualquer crescimento de
Candida spp. em amostras de urina coletadas por técnicas adequadas ¢ definido como

candiduria'*?'

. Neste contexto, nosso estudo teve como objetivo ndo definir o significado
clinico de candidtria, mas sim classificar a extensdo da candiduria em diferentes niveis e
estabelecer pela primeira vez a sua relagdo com fatores de risco e espécies de Candida nao-
albicans.

Os pacientes candidaria positivos, tanto em UTIs quanto ambulatoriais,
foram classificados em 3 diferentes niveis de candidiria: nivel 1 - candiduria leve (10*a 10’
UFC mL"' de urina), nivel 2 — candiduria de risco (10* a 105 UFC mL™) e nivel 3 —
candiduria pesada (10° a 107 UFC mL™). A Tabela 3 apresenta as diferentes faixas de UFC

estabelecidas em nosso estudo e suas relagdes com os fatores de risco e espécies de Candida.
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Tabela 3 — Avaliagdo do nivel de candiduria e fatores de risco associados ao isolamento de espécies nao-albicans em pacientes candidaria
positivos atendidos no Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina no periodo de 2006 e 2007.

Candida . Uso de Nutricie Cateter  Processo N° de fatores de risco
TFC = =15 B "an: T e .o T
UFC/mL n=157 albicans nao-albicans  UTI antibidticos parenteral urinario cirurgico ] 1-3 >4
105-107  65(41F  22034¥  43(66) 62(95) 54 (83) 46 (71) 40 (62) 13(51) 02(03)  24(37) 39 (60)
10 18 48 (3= 21 (44) 27(56) 30(81) 30(63) 25 (52) 20(42) 20042) 06(13) 24500 18 (48)
10° - 109 44028y 29066 13 (34 31(70) 26 (39} 14(32) 14(32) 12(27) 11(25) 20(43) 13 (30)

aValor em parénteses corresponde a percentagem em relacdo ao niimero total de pacientes.
bValor em parénteses corresponde a percentagem em relagdo ao niimero total de isolados em cada faixa de UFC.

Tabela 4 — Distribuigdo das espécies de Candida em relagio a diferentes faixas de UFC mL™ de urina em 25 pacientes candidirria positivos
atendidos a nivel ambulatorial no Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina no periodo de 2006 e 2007.

. N° de isolados C. albicans  mao-albicans  C. fropicalis  C. glabrata
UFC/mL - =
n=125 n=15 n=10 n=07 n=103
=1 12 (48)* 05(33) 07(70) 05(7L.5) 02(67)
10° 13(52) 10(67) 03(30) 02 (28.5) 01(33)

*Valor em parénteses corresponde a percentagem em relagdo ao n de cada coluna.
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Do total, foi observado que 72% dos pacientes apresentaram candidiria com
altas concentracdes celulares (>10* UFC mL™ de urina), sendo o grupo das espécies nio-
albicans responsavel pela maioria (62%) destes casos. Contagens na faixa de 10° a 10’ UFC
mL™, representando o nivel 3 de candiduria (candiduria pesada) foram as mais encontradas
nesta populagdo de estudo (41%), seguido por contagens de nivel 2 (candiduria de risco) e
nivel 1 (candiduria leve), com respectivamente 31% e 28% dos casos.

Foi observada a prevaléncia de pacientes do sexo masculino (60%) sobre o
sexo feminino em episédios de candiduria nivel 3 — candidaria pesada (10° a 10’ UFC mL™)
(dados ndo mostrados), mais uma vez evidenciando a maior predisposi¢ao do sexo masculino
para o isolamento de espécies ndo-albicans.

E notavel o aumento gradual tanto no niimero de pacientes acometidos por
cada fator de risco quanto da freqiiéncia de isolamento de Candida nao-albicans de acordo
com o aumento da contagem de UFC mL"' de urina. Em contrapartida, a freqiiéncia de
isolamento de C. albicans diminui com o aumento das UFCs. Houve diferenca significativa
(p=0,04) entre a freqiiéncia de isolamento de C. albicans e espécies ndo-albicans em relagido
as diferentes faixas de UFC mL™ de urina. Em pacientes com candidiria nivel 1 - candidiria
leve (10 a 10> UFC mL™) constata-se a maior freqiiéncia de isolamento de C. albicans,
enquanto em pacientes com candiduria nivel 3 — candiduria pesada (10° a 10’ UFC mL™)
houve maior freqiiéncia de isolamento de espécies de Candida nao-albicans. Desta forma,
evidencia-se a candiduria nivel 3 (candidiria pesada) como um fator de risco independente
para o isolamento de espécies ndo-albicans, enfatizando a importancia da determinagdo de
UFC mL™" de urina em pacientes candiduria positivo.

Quando comparadas as diferentes faixas de UFC mL™ de urina com os
fatores de risco, foi encontrada diferenca significativa para os fatores UTI (p=0,002), uso de
antibioticos (p=0,011), nutricdo parenteral (p=0,0001), cateter urinario (p=0,006) e diabetes
mellitus (p=0,001), que prevaleceram em pacientes com candiduria nivel 3 — candiduria
pesada (10° a 10" UFC mL™). O fator de risco processo cirirgico, apesar de nio ter
apresentado diferenga significativa (p=0,05), também prevaleceu em pacientes com
candiduria nivel 3.

Anteriormente, a condicdo paciente externo gestante foi considerada um
fator de risco independente para o isolamento de C. albicans. Esta mesma condigdo
apresentou diferenca significativa (p=0,011) quando comparada entre os diferentes niveis de
candiduria, prevalecendo em pacientes com candidaria nivel 1 — candiduria leve (10> a 10’

UFC mL™). Isto mostra que, mesmo acometido por um fator de risco (gestagdo) para o
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isolamento de C. albicans, o paciente externo (ambulatorial) geralmente ndo desenvolve altos
niveis de candiduria quando confirmada esta espécie, refor¢ando a relagdao da candiduria nivel
1 (candiduria leve) com o isolamento de C. albicans (Tabela 4).

Nao diferentemente, quando altas contagens de UFC foram detectadas,
mesmo em pacientes externos sem fatores de risco, observou-se a prevaléncia de espécies de
Candida nao-albicans, reforgando da mesma forma a relagdo da candiddria de risco (nivel 2)
e principalmente da candiduria pesada (nivel 3) com o isolamento de espécies nao-albicans. E
nitido também o aumento do niimero total de fatores de risco pelos quais os pacientes estao
sendo acometidos de acordo com o aumento da contagem de UFC mL™ de urina (Tabela 3).
Ou seja, em pacientes internados, altas concentragdes celulares estdo associadas ao maior grau
de acometimento do paciente, favorecendo o isolamento de espécies de Candida nao-
albicans.

De uma perspectiva pratica, a candiduria aparece como um dos parametros
mais promissores no que diz respeito a avaliacdo de um tnico sitio colonizado, devido ao facil
processo de amostragem. Evidéncias definitivas de uma correlacdo entre a candiduria e
candidiases invasivas ainda esta faltando, mas cada vez mais estudos evidenciam
confiavelmente a utilizag¢do da candidiria como um fator de risco e marcador de alta
densidade de colonizagdo para estas infec¢des™ >~ Alguns estudos ainda evidenciam
a relagdo de contagens celulares acima de 10* UFC mL™ de urina com modelos preditivos
baseados em parametros de colonizagdo, especulando a substituicdo destes modelos pela
determinacio de contagens de UFC>*%%¢!,

Pode-se concluir que a pratica clinica de determina¢io de UFC mL™ de
urina junto a outros fatores de risco analisados neste estudo podem auxiliar na defini¢do de
terapias profilaticas mais adequadas e eficientes, tanto da candidiria quanto de candidiases
invasivas, por direcionar a escolha dos antifingicos a serem empregados, considerando o
risco de isolamento de espécies ndo-albicans. A contagem de UFC mL™ de urina e
subseqliente classificacdo da extensdo da candiduria em diferentes niveis pode ser utilizada
como marcador de isolamento de espécies de Candida nao-albicans. Desta forma, estes
achados podem ser incluidos como novos parametros de risco a infec¢do por espécies nao-
albicans aos modelos preditivos a candidiases invasivas ja existentes e, em uma segunda

instancia, estar sendo avaliado como possivel alternativa de substituicdo a estes modelos.
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Abstract

Candida parapsilosis is found frequently as commensal organism on epithelial tissues, and is
also an increasing cause of nosocomial infection. Scanning electron microscope (SEM)
observations were used to analyse the capability of C. parapsilosis cells to adhere and grow as
biofilm on human natural substrates and to compare the adherence pattern of isolates
exhibiting distinct phenotypes. Cells from the crepe phenotype are predominantly elongated
and form pseudohyphae whereas cells from the smooth phenotype are yeast-shaped, either in
liquid cultures or on human nail and hair surfaces. The electron micrographs revealed that C.
parapsilosis cells from the smooth phenotype adhered in higher number to both surfaces
compared to the observed for the crepe phenotype. SEM analysis of human hair surface
revealed that cells from the smooth phenotype appear as clumped blastoconidia of uniform
morphology embedded in a flocculent extracellular material forming biofilm. The
extracellular material and biofilm were seeing in a less extension in the crepe phenotype. A
distinct adherence pattern was observed when human nail was used as substrate. Here C.
parapsilosis cells seem to be linked to surface structures of human nail plate. Fibrillar
extracellular material was observed connecting neighbouring cells as well as nail surface.

Keywords: Candida parapsilosis. SEM. Smooth phenotype. Crepe phenotype. Adhesion.
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1 INTRODUCTION

Candida species are frequently found in the normal microbiota of humans.
High rate of Candida parapsilosis on the hands of healthy individuals has been reported
(Huang et al., 1998; Bonassoli et al., 2005). This species may be found on skin rather than
mucosal surfaces and is notorious for nosocomial spread by hand carriage. The hands of
healthcare workers are considered to be important source for colonization and infection with
C. parapsilosis (Lunel et al., 1999; Saiman et al., 2001).

Over the past 2 decades C. parapsilosis has dramatically increased in
significance and prevalence as an emerging major human pathogen, such that C. parapsilosis
is among the commonest species of Candida responsible for nosocomial blood infection
worldwide, particularly affecting critically ill neonates and surgical intensive care unit
patients (Clark et al., 2004; Almirante et al., 2006). Besides, C. parapsilosis is also emerging
as an important cause of onychomycosis, a fungal infection whose incidence has been
increasing all over the world, with the majority of cases affecting mainly the fingers nails
(Gautret et al., 2000; Brilhante et al., 2005).

It has been showed that adhesion (Kuhn et al., 2004) and ability to grow as
biofilms (Kuhn et al., 2002) formed through the production of extracellular slime (Branchini
et al.,, 1994) on abiotic surfaces are especially important for outbreaks of C. parapsilosis
infections (reviewed in Trofa et al., 2008).

More recently, Lattif et al. (2009) compared the biofilm forming ability
among clinical isolates of C. parapsilosis, C. metapsilosis and C. orthopsilosis (formely C.
parapsilosis groups II and III, respectively) on abiotic surface (silicone discs). According to
these authors, all three species formed biofilm with similar surface topography and
architecture.

It has recently been showed that biofilm extracellular matrix composition is
highly species dependent, and that matrices isolated from C. parapsilosis biofilms consisted
mainly of carbohydrates (Silva et al., 2009). Ciok-Pater et al. (2009) reported that biofilm
forming ability is also species dependent, and showed that biofilm was most frequently
produced by the strains of C. albicans than by C. parapsilosis strains.

Furthermore, it has been demonstrated that in C. parapsilosis some

phenotypes form biofilm differentially on polystyrene surfaces (Laffey and Butler, 2005).
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Although it has been established that C. parapsilosis is an opportunistic
pathogen related to the skin surface, as far we know, there are not data regarding the
interaction of C. parapsilosis with human hair and nail surfaces.

In this study, we employed SEM analysis to verify the interaction of C.
parapsilosis with these substrates and to compare the adherence pattern of isolates exhibiting
distinct colony phenotypes, e.g., smooth phenotype and crepe phenotype. SEM analysis
allowed us to observe for the first time extracellular material and biofilm at ultrastructural

level.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 CANDIDA ISOLATES

C. parapsilosis isolates included in this study were recovered from
fingernails specimens and belong to Candida culture collection of the Fungal Genetics
Laboratory, The University of Londrina-Brazil.

Isolates were chosen on the basis of colony morphology, e.g., crepe
phenotype and smooth phenotype that resemble those described by Laffey and Butler (2005).
The identity of isolates was determined by the PCR technique as described by Furlaneto-Maia
et al. (2008) using primers for URA3 gene (orotidine-5"-phosphate decarboxylase) which
amplicon product is obtained only from C. parapsilosis (formely C. parapsilosis group I) as
described by Tavanti et al. (2005).

2.2 STABILITY ANALYSIS AND GROWTH RATE

To assess the stability of the phenotypes, approximately 1x10° cells from
random single colony of representative isolates of two colony phenotypes, smooth (isolate 11)
and crepe (isolate 34) were plated (up to 300 CFU/plate) onto YPD agar (0.5% Bacto yeast
extract; 1% dextrose; 0.5% Bacto peptone; 1.5% bacteriological agar). These colonies
phenotypes were characterized previously as described by Enger et al. (2001) (data not
shown).

For the purpose of growth rate assessment, we prepared yeast cell
suspensions (10* cells/ml) in basal minimal medium (MM) containing (g/1): K;HPO, - 1.5 g;
MgS04-7H,0 - 0.025g; CaCl; - 0.025g; FeSO4-7H,0 - 0.015g, ZnSO4-7H,0 - 0.005g and 1%
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glucose, pH 8 as described by El-Naghy et al. (1998). Each suspension was inoculated in
polystyrene microtubes and incubated at 30°C for 48 and 120 h. The growth rate was
determined by optical density at 600 nm (ODgoy) and by colony-forming units (c.f.u.)

counting. The cultures were analysed in triplicate.
2.3 SUBSTRATES PREPARATION

Human’s hair and nail from healthy volunteer were cut to obtain small
fragments ranging from 0.5 to 1 cm of size. The fragments were submitted to the following
treatment: 1) washes with sterilized distillated water until a clean solution is obtained; 2) three
washes of 10 minutes under constant agitation with an ethanol 70% solution, and a final
overnight incubation at 8°C in ethanol 70% solution; 3) three washes of 30 minutes with
acetone under constant agitation; and 4) three washes of 5 minutes with ethanol absolute
under constant agitation. Thereafter, the fragments were dried under aseptic conditions at

25°C and immediately used for the scanning electron microscope experiment.
2.4 CANDIDA PARAPSILOSIS CULTURES

Isolates were growth overnight onto autoclaved and filtered liquid minimal
medium (MM), pH 8 at 30°C under agitation of 180 rpm. The cells were washed with filtered
MM, and resuspended in 100 pl of the same medium to a final concentration of 10* cells on

polystyrene microtubes.
2.5 SCANNING ELECTRON MICROSCOPY

Firstly, fragments of the respective natural substrates (hair and nail) were
aseptic added to the microtubes containing 100 ul (10* cells), determined by haemocytometer
counting, of each C. parapsilosis chosen isolates. The cultures were homogenized and
statically incubated at 30°C for 5 days. Negative controls were done as described, in minimal
medium without C. parapsilosis isolates. After the incubation period, a fixation solution of
2.5% glutaraldehyde (Electron Microscopy Sciences) in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2, were
added directly to the 100 pl cultures and negative controls, followed incubation at 8°C for 18
h. Then, the substrates were carefully washed with 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2. Post-

fixation was carried out for 1h at 250C with 1% osmium tetroxide in 0.1 M phosphate buffer.
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Subsequently, the substrates were gently washed with filtered 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2,
recovered and deposited on cover glasses (13-mm diameter) previously treated with poly-L-
lysine The samples were gently dehydrated in graded ethanol, critical point-dried in CO2
(BALTEC DCP 030 Critical Point Dryer), coated with gold (BALTEC SDC 050 Sputter

Coater) and viewed in a FEI Quanta 200 Scanning Electron Microscope.

3 RESULTS

Colonies morphology of crepe phenotype and smooth phenotype are shown
in Figures 1A and 1B, respectively. Cell morphology of the two phenotypes varied. Cells
from the crepe phenotype are predominantly elongated, with sizes that vary from 1 to 5 pym
(Figure 1C). Cells from the smooth phenotype are small and yeast-shaped, ranging from 0.5 to
3 um of size (Figure 1D).

The stability analysis of the phenotypes (smooth and crepe) revealed no
differences in colony morphologies, e.g., progeny colonies maintained their original colony
phenotype under the conditions tested. Furthermore, the isolates exhibiting smooth and crepe
had similar growth rate in minimal medium at 120 h incubation. The growth rates were
5.6x105 c.f.u./ml (ODgpp = 0.02) and 4.8x105 c.f.u./ml (ODgpp =0.016) for smooth and crepe
phenotypes, respectively.

Figure 1 — Micrographs showing the crepe and smooth phenotypes of Candida parapsilosis
cultured on Sabouraud dextrose agar at 30°C for 24 h. (A) Crepe colonies. (B)
Smooth colonies. Light micrograph (x100) of C. parapsilosis cells from the crepe
phenotype (C) and smooth phenotype (D) after staining with 2% crystal violet
solution.

The scanning electron microscopy analyses show that the smooth phenotype
grew as yeast-shaped cells (blastoconidia), whereas the crepe phenotype present elongated

cells and pseudohyphae under conditions tested (Figures 2 and 3). Furthermore, the electron
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micrographs revealed that C. parapsilosis cells of the smooth phenotype adhered in higher
number to both surfaces (hair and nail) compared to the observed for the crepe phenotype.
SEM analysis of human hair surface revealed that the smooth phenotype of
C. parapsilosis appears as clustered cells of uniform morphology embedded in a flocculent
extracellular material forming biofilm (Figure 2B). The extracellular material and biofilm are

seeing in a much less extension in the crepe phenotype (Figure 2D).

Figure 2 — Electron micrographs showing the in vitro adherence to human hair surface. (A,
B) Adherence pattern of the “smooth” phenotype of C. parapsilosis showing
grouped cells of uniform morphology (blastoconidia). (B) Insert shows detail of
clustered cells embedded in a flocculent extracellular material at higher
magnification (3000x). (C, D) Adherence pattern of the “crepe” phenotype of C.
parapsilosis showing elongated cells and pseudohyphe. (D) The extracellular
material is seeing in a less extension in the “crepe” phenotype isolate (white
arrow).

A distinct adherence pattern was observed when human nail was used as
substrate (Figure 3). SEM analysis revealed that C. parapsilosis cells seem to be linked to
surface structures of human nail plate. Fibrillar extracellular material is observed connecting
neighbouring cells as well as nail surface (Figures 3B and D). Negative control experiments
revealed no visual alterations on the architecture of the nail and hair structures that are

essentially made up of an insoluble sulphur-containing fibrous protein (hard keratin).
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Figure 3 — In vitro adherence to human nail surface. (A) Adherence pattern of the “smooth”
phenotype of C. parapsilosis showing clustered cells of yeast-shaped morphology.
(B) Show fibrillar extracellular material connecting neighbouring cells as well as
nail surface. (C, D) Adherence pattern of the “crepe” phenotype of C. parapsilosis
showing elongated cells and pseudohyphe. Fibrillar extracellular material is also
seeing (D).

4 DISCUSSION

C. parapsilosis has been shown to grow as biofilm on abiotic surfaces
(Kuhn et al., 2002; Kuhn et al., 2004; Laffey et al., 2005). This feature is particularly
important for C. parapsilosis colonization and infection (Diekema et al., 1997,
Kaitwatcharachai et al., 2002).

In this study, the employment of SEM analysis allowed us to verify the
capability of C. parapsilosis cells to adhere and grow as biofilm on human natural substrates
and to compare the adherence pattern at ultrastructural level of isolates exhibiting smooth and
crepe phenotypes.

Phenotypic analysis of the smooth and crepe phenotypes revealed that
differences in colony morphologies were associated with differences in cell morphology as
described previously (Laffey and Butler, 2005). Cells from the crepe phenotype isolate are
predominantly elongated and form pseudohyphae whereas cells from the smooth phenotype
isolate are yeast-shaped, either in liquid cultures (Figure 1) or on human nail and hair surfaces
(Figures 2 and 3). In C. albicans (Soll et al., 1993) and Candida glabrata (Lachke et al.,
2002) switching between colony phenotypes also involves change in cellular morphology.

In this study, both isolates exhibiting smooth and crepe phenotypes had
similar rate of growth under the growth conditions employed in the scanning electron
microscopy analyses. According to the literature, growth rates may vary among different

Candida switch phenotypes. For instance, Laffey and Butler (2005) found that smooth
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phenotype of C. parapsilosis grew more rapidly in YPD medium compared to other
phenotypes. For C. albicans, Jin et al. (2005) observed that smooth variants exhibited lower
growth rates than the other phenotypes. Besides, we observed no reversion of the smooth and
crepe phenotypes. The occurrence of isolates that exhibits only the crepe phenotype was
previously described (Laffey and Butler 2005).

On microscopy, the C. parapsilosis isolates exhibiting distinct phenotypes
showed different adherence and biofilm patterns on keratinised natural substrates. The
adhesion of smooth cells to human hair and nail was greater than adhesion of crepe cells
(Figures 2 and 3, respectively). On the other hand, on polystyrene surfaces the C. parapsilosis
smooth phenotype was less adherent than crepe phenotype (Laffey and Butler, 2005).
Phenotypic variants have also been associated with differences in adhesion of C. albicans to
mammalian cells (Kennedy et al., 1988; Vargas et al., 1994).

SEM analysis also revealed that the two phenotypes present different
profiles of extracellular slime production and biofilm formation according to the substrate that
they were in contact. In human hair both strains produced thin amorphous flocculent
extracellular material, occurring in a higher extension in the smooth phenotype (Figure 2).
Similar slime pattern was observed in previous studies of Candida adhesion on distinct
substrates, such as, murine epidermis (Ray and Payne, 1988) and bioprosthetic valves (Marrie
et al., 1984). When nail was used as substrate both strains produced a fibrillar extracellular
material linking adjacent cells and cells with the nail surface (Figure 3). Here, the cells seem
to be linked to the surface structures. Biofilm formation was also more evident from smooth
cells on both substrates used. Currently, the production of biofilm by C. parapsilosis
exhibiting smooth phenotype was analysed only on abiotic material (Laffey and Butler, 2005).
It is well known that Candida biofilms are influenced by environmental factors and the
physiochemical nature of the contact surface (Chandra et al., 2001; Nett and Andes, 2006).
Although both substrates used in this study (hair and nail) are predominantly epithelial
structures derived from primitive epidermis and made up of keratinous fibrils embedded in a
sulphur-rich matrix (hard keratin), they present different types of differentiation, e.g., hair
shaft and nail plate (Knapp et al., 1986). Besides, nail plate differ from hair due to the
presence of 10-20% of soft keratins (Lynch et al., 1986). Our study extends the observation
that distinct phenotypes in C. parapsilosis are correlated with changes in the properties of

adherence and biofilm production.
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Resumo

Leveduras do género Candida estdo entre os 10 principais patégenos causadores de infec¢des
nosocomiais em todo o mundo. No geral, Candida tropicalis esta entre as 4 espécies de
Candida mais isolada e tem sido considerado um patégeno emergente, devido principalmente
ao seu indice de isolamento em regides da Asia e América Latina, incluindo o Brasil, onde é a
espécie mais isolada do grupo das Candida nao-albicans, chegando até prevalecer sobre C.
albicans em alguns casos. Esta espécie possui uma familia de genes (SAPT1-4) que codifica
proteases asparticas secretadas, fatores de viruléncia essenciais relacionados ao
estabelecimento de infecgdes, além de outras funcdes celulares. Entretanto, até o momento
apenas o gene SAPT1 teve a expressdo diferencial constatada. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi analisar a expressdao dos genes SAPT (SAPT1-4) em 15 isolados clinicos de C.
tropicalis provenientes de diferentes sitios anatomicos (raspado de unha, sangue e secregao
traqueal) em resposta aos substratos BSA (soro albumina bovina) e hemoglobina, pelo
emprego da metodologia de PCR em tempo real. As condi¢cdes de cultivo testadas
proporcionaram a expressao diferencial (indugdo significativa) dos genes SAPT1, SAPT2 e
SAPT3 em relagdo a situagdo controle (auséncia de substrato), cujo perfil de expressdo variou
qualitativa e quantitativamente de acordo com o substrato utilizado e os diferentes isolados.
Os dados obtidos sugerem que a expressdo diferencial dos genes SAPTS ¢ linhagem
especifica, ndo estando relacionado ao sitio anatdmico de isolamento. Este trabalho representa
o primeiro relato de expressao diferencial dos genes SAPT2 e SAPT3 de C. tropicalis.

Palavras-chave: Candida tropicalis. Proteases asparticas. SAP. PCR em tempo real.
Expressdo diferencial.

Abstract

Yeast species belonging to the genus Candida are among the top 10 pathogens causative of
nosocomial infections worldwide. Overall, Candida tropicalis is among the four major
isolated Candida species and has been considered an emerging pathogen, particularly because
of their isolation rates in Asia and Latin America, including Brazil, where it is the most
frequent species of the Candida non-albicans group, down to prevail over C. albicans in some
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cases. This species has a gene family (SAPT1-4) that encodes secreted aspartic proteases,
virulence factors essential to the establishment of related infections, and other cellular
functions. However, until now only the SAPT1 gene had the differential expression detected.
Thus, the aim of this study was to analyze the SAPT genes expression (SAPT1-4) in 15
clinical isolates of C. tropicalis obtained from different anatomical sites (nail scraping, blood
and tracheal aspirates) in response to the substrates BSA (bovine serum albumin) and
hemoglobin, employing the real time PCR methodology. The conditions tested resulted in
differential expression (significant induction) of SAPT1, SAPT2 and SAPT3 genes compared
to the control situation (absence of substrate), whose expression profiles varied qualitatively
and quantitatively according to the substrate and the different isolates. The data suggest that
the differential expression of SAPTS genes is strain-specific, not being related to anatomic site
of isolation. This work represents the first report of differential expression of C. tropicalis
SAPT2 and SAPT3 genes.

Keywords: Candida tropicalis. Aspartic proteases. SAP. Real time PCR. Differential
expression.

INTRODUCAO

Espécies patogénicas de leveduras pertencentes ao género Candida
apresentam uma ampla variedade de fatores de viruléncia, codificados por genes que sdo
seletivamente expressos de acordo com a necessidade do fungo, seja em resposta a diferentes
condi¢des ambientais ou no decorrer de infecgdes'™. Dentre os principais fatores de viruléncia
estdo as proteases asparticas secretadas (Sap — Secreted Aspartic Proteases), codificadas por
dez genes SAP, ja caracterizados e alvo de intimeros estudos empregando-se a espécie

2,6-9

Candida albicans como modelo™”. Entretanto, existem diferencas significativas quanto a

presenca ¢ niumero dos genes SAP entre as demais espécies de Candida, bem como da
regulacdo da expressdo dos mesmos™*'°.
Candida tropicalis esta entre as 4 espécies de Candida mais isolada em todo

11,12

o mundo e tem sido considerado um patdégeno emergente * °. Na Asia e América Latina, C.

tropicalis tem sido a espécie mais isolada do grupo das Candida nao-albicans, chegando a
prevalecer até sobre C. albicans em alguns casos'' ™.

C. tropicalis possui quatro genes que codificam proteases asparticas
secretadas (Saps), denominados SAPT1 a 4°. No entanto, sdo escassos os estudos relativos a
regulagio da expressio desses genes. Zaugg et al.’ detectaram a expressio diferencial
somente do gene SAPTI1 apds cultivo de C. tropicalis em presenga de soro albumina bovino

(BSA), sendo que os demais genes da familia foram expressos em niveis basais.
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O presente trabalho teve como objetivo analisar a regulacao da expressao de
genes da familia SAPT em isolados clinicos de C. tropicalis, provenientes de diferentes sitios

anatomicos, em diferentes condi¢des de cultivo.

METODOLOGIA

Isolados de Candida tropicalis

Um total de 15 isolados clinicos de C. tropicalis provenientes de diferentes
amostras clinicas de pacientes atendidos e internados no Hospital Universitario da
Universidade Estadual de Londrina. Destes, 05 (08.05, 35.06, 151.06, 182.06, 219.07) foram
isolados de infec¢des superficiais (raspado de unha), 05 (136.06, 138.06, 144.06, 189.06 e
301.07) foram provenientes de infec¢des sanguineas e 05 (197.06, 201.06, 254.07. 335.07 e
344.07) foram isolados de secrecdes traqueais. Os isolados fazem parte da colecdo de
leveduras do Laboratério de Genética e Biologia Molecular de Fungos da Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, PR. As leveduras foram mantidas em meio Sabouraud (4%
glicose; 1% peptona; 0,25% extrato de levedura) com 20% de glicerol e armazenadas a -20°C.

A identificacdo dos isolados foi realizada utilizando o meio cromogénico
CHROMagar® Candida (CA; CHROMagar, France) e confirmada por PCR, com o emprego
de oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos segundo descrito por Li e
colaboradores™, com algumas modificagdes. Para tal, células provenientes de uma Unica
colonia isolada apds cultivo de 18 horas a 28° C em meio Sabouraud solidificado, de cada
isolado de C. tropicalis selecionado, foram diretamente adicionadas a mistura de reacdo de
volume final de 20 pL contendo: 25 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato; 1,5 mM de
cloreto de Magnésio; 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador; 2 pl (10% do volume final)
de 10X Taq Buffer (INVITROGEN); 0,1 U de Taq polymerase (INVITROGEN). Todas as
amplificacdes foram realizadas em termociclador Mastercycle gradiente (Eppendorf) com as
seguintes condigdes de reagdo: desnaturacdo inicial de 10 minutos a 94° C, seguido de 35
ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturagdo), 60°C por 1 minuto (annealing) e 72°C por 1

minuto (extensao), e extensao final a 72°C por 2 minutos.



80

Anélise de transcritos dos genes SAPT 1 -4 e tACT de C. tropicalis

A avaliagdo da expressdo diferencial dos genes SAPTS foi realizada apds
cultivo nos substratos soro albumina bovino (BSA) e hemoglobina bovina (Hb).
Primeiramente, foram realizados trés pré-cultivos consecutivos de 12 horas em meio Candida
(MgSO4 7H,0 0,02%; K, HPO4 0,25%; NaCl 0,5%; extrato de levedura 0,1%; glicose 20%;
pH=4,5), nas condi¢des de incubacdo de 37°C em 180 rpm, para o estabelecimento de um
sincronismo do cultivo, com a finalidade de minimizar alteracdes no nivel de transcri¢ao
referentes a diferentes estados metabolicos entre as células de cada cultura. Posteriormente, o
numero celular foi estimado pela contagem em cadmara hemocitométrica € a concentragao
celular ajustada para 10° células/mL. Uma aliquota de 10 pL (10* células) de cada suspenséo
foi adicionada a 3 mL dos seguintes meios: meio Candida (controle) e meio Candida
suplementado com 0,2% de BSA ou 0,2% de hemoglobina (situagdo teste). As culturas foram
incubadas a 37° C em 180 rpm por 24 horas e aliquotas de 100 pL foram retiradas para a
extragio do RNA total utilizando-se o kit “TRIzol® LS Reagent” (Invitrogen) ¢ DNasel
(Invitrogen), segundo recomendacdes do fabricante.

Todos os isolados, em cada uma das condigdes descritas, foram
simultanecamente submetidos a uma tnica PCR em tempo real para avaliagdo dos genes

SAPTSs. Dois experimentos biologicos independentes foram realizados.

Sintese de DNA complementar (DNACc )

A transcricdo reversa foi realizada em termociclador Eppendorf,
Mastercycler gradient a partir do RNA total, utilizando Oligo dT (Invitrogen) e as enzimas M-
MLYV Reverse Transcriptase (Invitrogen) e RNaseOUT (invitrogen) de acordo com instrugdes
do fabricante. Para minimizar variagdes de desempenho da transcriptase reversa, foram
realizadas 3 reagdes distintas de sintese de cDNA para cada experimento, cujo produtos foram
incorporados para obten¢do de uma unica mistura referente a cada um dos 15 isolados em

suas respectivas condi¢des de cultivo.

PCR em tempo real

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) (Tabela 1) foram desenhados

empregando o software Gene Runner 3.05 (HTTP:/WWW.generunner.com). As seqiliéncias
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dos genes alvo da familia SAP de C. tropicalis foram obtidas a partir de regides especificas de
cada gene SAPT descritas e depositadas no National Center for Biotechnology Information
(NCBI) GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) por Zaugg e colaboradores’. Todos os 5 pares de
oligonucleotideos referentes aos genes SAPT1-4 ¢ ao gene da B-Actina (housekeeping gene)
foram desenhados com temperatura de melting (Tm) entre 58°C e 60°C e de forma que seus
produtos de amplificagdo fossem de 110 e 160 pares de bases, visto que diferencas de
tamanho de amplicons podem interferir nas analises quando empregado o sistema SYBR
Green. Nenhum oligonucleotideo apresentou, quando analisado com ele mesmo e seu par,
hairpin loops, dimeros, bulge loops ou internal loops de acordo com a analise do programa. A
especificidade de cada oligonucleotideo foi avaliada com o auxilio do programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nig.gov/BLAST) e posteriormente pela
analise da curva de fusdo (melting curve) de cada produto de amplificacdo (Figura 1). Os
dados referentes a expressdo dos genes SAPT1-4 e tACT foram obtidos pelo emprego da
técnica de PCR em tempo real, com a utilizagdo do sistema detector de fluorescéncia Chromo
4™ Four-Color Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Calif., EUA),
acoplado ao termociclador PTC-200 (MJ Research). Para tal, foi utilizado o kit Platinum®
SYBR"® Green qPCR SuperMix UGG (Invitrogen Inc. EUA), seguindo as instrugdes do
fabricante, utilizando como molde 6pul de uma dilui¢ao 1:20 do produto de DNAc de cada
isolado em suas respectivas condi¢des de cultivo. A mistura de reagdo foi submetida ao
seguinte programa de amplificagdo: 50°C por 2 minutos; 96°C por 5 minutos; 40 repeticdes
de um ciclo de 94°C (desnaturagdo), 58°C (anelamento) e 72°C (extensdo), por um periodo de
30 segundos em cada temperatura, ¢ uma extensao adicional final de 72°C por 2 minutos. A
especificidade da amplificagdo foi avaliada para cada amostra assegurando que apenas o
produto de interesse tenha sido amplificado em cada reacdo, através da curva de fusdo
(melting curve), variando-se a temperatura de 50 °C a 98 °C em 0,5 °C/2 segundos. Os dados
foram previamente analisados através do MJ Opticon Monitor ™ Analysis Software (MJ
Research) para determinagdo do CP (crossing point) de cada reagdo e suas respectivas
eficiéncias de amplificacdo. Para determinagdo da expressdo relativa dos genes SAPTS nas
diferentes condi¢des de cultivo avaliadas foi utilizado programa REST (Relative expression
software tool), desenvolvido por Pfafll25, baseado em seu proprio modelo matematico de
quantificagio relativa de dados obtidos por PCR em tempo real*®. Os valores obtidos na

situacdo controle (auséncia de substrato) foram utilizados como referéncia para normalizacao.
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Tabela 1l - Seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores correspondentes aos quatro genes
SAP (SAPTI1-4) e ao gene da B-Actina (tACT) de Candida tropicalis utilizados
nas analises de RT-PCR em tempo real.

oligonucleotideos _ Tamanho do
o Seqiiéncia (5'—37) )
miciadores produto amplificado

SAPT1

Forward GAAGAAACAAGGTATCATCAAC b
130

Reverse AGGTAAAGCAGTCAAAGTCC P

SAPT2

Forward AGTAAGGCGATAGACAATAAC b
116

Reverse CTGGTGAATAAATAGCGGATA P

SAPT3

Forward CGGACAATCTCAATGCTACT b
145

Reverse TCACGGAATACCAAATCTGC P

SAPT4

Forward TTGTAGAAATCGTGGTTGGG b
153

Reverse AAATCCGTCATAGTGTAAGTG P

tACT

Forward AACCTCTICTCAATCATCTGC b
129 p

Reverse GCTTCCAAACCTAAATCGGC

Figural- Curva de fusdo (melting curve) dos amplicons referentes aos genes SAP (SAPT
1-4) e ao gene da B-Actina (tACT) de Candida tropicalis empregados neste
estudo. A ocorréncia de um TtUnico pico de fusdo para cada gene indica
amplificacdo especifica e auséncia de dimeros de oligonucleotideos.

|Flurescence.
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Andlises estatisticas

O programa REST25 foi utilizado para avaliar quais genes SAPTS
apresentaram  expressdo diferencial (inducdo significativa). Foram considerados
diferencialmente expressos pelo programa os genes cuja indugdo foi significativamente
diferente (p=0,001) quando cultivados em presenga de BSA ou hemoglobina em relacdao a
situagdo controle (auséncia de substrato). Para verificar a existéncia de diferengas
significativas na expressao diferencial dos genes SAPTS entre os diferentes sitios anatdmicos
de isolamento e entre os diferentes isolados, utilizou-se o teste t Student (BioStat software) e o

teste de Tukey (SISVAR software), respectivamente.

Resultados e discussao

Todos os isolados clinicos de C. tropicalis avaliados possuem os genes
SAPTSs (SAPT1-4) (dados ndo mostrados). As condi¢des de cultivo testadas proporcionaram a
expressao diferencial (inducdo significativa) (p=0,001) dos genes SAPT1, SAPT2 e SAPT3 em
relacio a situacdo controle (auséncia de substrato), que variaram qualitativa e
quantitativamente em fun¢do do substrato protéico utilizado e dos diferentes isolados. Nao foi
evidenciada a expressao diferencial do gene SAPT4 em nenhum dos 15 isolados nas condi¢des

testadas (Tabela 2, Figuras 2 e 3).
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Tabela 2 — Padrio da expressdo diferencial in vitro dos genes SAPT1-4 (proteases asparticas
secretadas) por isolados clinicos de Candida tropicalis, obtidos de sitios
anatomicos distintos, apos cultivo em presenga de soro albumina bovino e
hemoglobina como fonte de nitrogénio.

Genes S4PT

Soro albumina bovina (BSA) Hemoglobina

Isolados SAPT1 SAPI2 SAPT3 SAPIA SAPT1 SAPT2 SAPT3 S4FPT4

8.05 - - _ - - _ _ -

35.06 - - + - - - + -
Raspado

151.06 _ . _ . . _ _ _
de unha
182.06 - - + - - - + -

219.07 + - ; - - - ; -

136.06 + - - - + + - -
138.06 + + + - + + ; B}
Sangue 144.06 - - - - - - - -

189.06 - - - - + - - -

301.07 - - - - + - - -

197.06 - - - - - - - -

201.06 - + + - + - - -
Secrecio

254.07 + - - - - + - -
traqueal

335.07 - - - - + + + -

344.07 ; - ; - - - ; -
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Figura2 -  Expressao diferencial dos genes SAPTS (proteases asparticas secretadas) por
isolados clinicos de Candida tropicalis apos 24 horas de cultivo em presenga
de soro albumina bovino (BSA) como fonte de nitrogénio. *Expressdo
diferencial de SAPT3 significativamente superior (p<0,05) do isolado 182.06
em relagdo ao isolado 138.06. As unidades de medidas do eixo vertical
representam a propor¢ao (X) de cada expressao diferencial.
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Figura 3 - Expressdo diferencial dos genes SAPTS (proteases asparticas secretadas) por
isolados clinicos de C. tropicalis apds 24 horas de cultivo em presenca de
hemoglobina como fonte de nitrogénio. *Expressdo diferencial de SAPT2
significativamente superior (p<0,001) do isolado 136.06 em rela¢do aos demais
isolados. As unidades de medidas do eixo vertical representam a propor¢ao (X)
de cada expressao diferencial.
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Em meio de cultivo suplementado com BSA foi observada inducao
significativa (p=0,001) de pelo menos um dos genes SAPT em 46,5% dos isolados analisados
(Figura 2). Os demais isolados ndo apresentaram diferengas significativas de expressao dos
genes SAPT quando comparados com a situacdo controle. Apenas 02 isolados apresentaram
inducdes significativas de mais de um gene SAPT concomitantemente, o isolado 138.06 com a
expressdo dos genes SAPTI, SAPT2 e SAPT3 e o isolado 201.06 com expressdo dos genes
SAPT2 e SAPT3.

Em meio de cultivo suplementado com hemoglobina foi observada inducao
significativa (p=0,001) de pelo menos um dos genes SAPT em 60% dos isolados analisados

(Figura 3). Destes, 03 isolados apresentaram indugdes significativas de mais de um gene
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SAPT concomitantemente, os isolados 136.06 e 138.06 com a expressao diferencial dos genes
SAPT1 e SAPT2 e o isolado 335.07 com a expressao dos genes SAPT1, SAPT2 e SAPT3.

Pode-se observar que SAPT1 foi o gene cuja expressdo diferencial foi mais
freqiiente, sendo induzido significativamente em 10 casos dos 30 possiveis.

Dos isolados testados, apenas os isolados 136.06 e 138.06 (obtidos de
sangue) ¢ os isolados 201.06, 254.07 e 335.07 (obtidos de secrecao traqueal) apresentaram
inducdo significativa (p=0,001) do gene SAPT2. Nenhum dos representantes de isolados de
infecgdes superficiais (raspado de unha) apresentou expressdo diferencial do gene SAPT2,
tanto quando cultivados em meio suplementado com BSA quanto em meio suplementado com
hemoglobina.

Somente dois isolados 35.06 e 182.06 (obtidos de raspado de unha)
apresentaram o mesmo perfil de indugdo, tanto em meio suplementado com BSA quanto em
meio com hemoglobina, com expressdo diferencial (p=0,001) para o gene SAPT3. Os demais
isolados apresentaram perfis distintos de expressao diferencial. O isolado 219.07 (raspado de
unha) expressou diferencialmente o gene SAPT1 apenas quando cultivado em meio
suplementado com BSA, sendo que em meio com hemoglobina ndo foi constatada expressao
diferencial de nenhum gene SAPT. Ja os isolados 189.06, 301.07 e 335.07 apresentaram
expressao diferencial do gene SAPT1 apenas quando cultivados em meio suplementado com
hemoglobina, com a expressao adicional dos genes SAPT2 e SAPT3 pelo isolado 335.07. Em
meio com BSA ndo houve expressdo diferencial de nenhum gene SAPT para estes isolados.

O isolado 136.06 apresentou expressdo diferencial (p=0,001) do gene
SAPT1 em ambos os substratos de cultivo utilizados. Entretanto, houve a indugao significativa
do gene SAPT2 apenas quando cultivado em meio suplementado com hemoglobina. O isolado
138.06 manteve o perfil de expressdao diferencial dos genes SAPT1 e SAPT2 em ambas as
condicdes testadas, embora o gene SAPT3 tenha sido induzido somente em presenga de
hemoglobina.

O isolado 201.06 apresentou expressao diferencial (p=0,001) dos genes
SAPT2 e SAPT3 em presenca de BSA. J4, em meio suplementado com hemoglobina somente
o gene SAPT1 foi expresso diferencialmente. Para o isolado 254.07 foi observado um padrao
de expressao inversa, onde os genes SAPT1 e SAPT2 foram diferencialmente expressos em
presenca de BSA e hemoglobina, respectivamente.

Nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05) na expressao
diferencial dos genes SAPTS em relacdo aos sitios anatdmicos de isolamento, para as duas

condigdes de cultivo avaliadas (BSA e Hb). Da mesma forma, ndo foram encontradas
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diferencas significativas (p>0,05) na expressao diferencial dos genes SAPTS entre os isolados
do mesmo sitio de isolamento quando cultivados em meio suplementado com BSA. No
entanto, em meio suplementado com hemoglobina, houve diferenca significativa na expressao
do gene SAPT2 entre os isolados de infec¢des sanguineas 136.06 e 138.06 (p<0,05), sendo a
maior expressao observada para o isolado 136.06, que também diferiu significativamente dos
isolados dos demais sitios anatomicos (p<0,001). Além disso, a expressao diferencial do gene
SAPT2 pelo isolado 136.06 foi significativamente superior (p<0,001) quando cultivado em
presenga de hemoglobina comparativamente ao observado no cultivo em BSA.

Foi observada também a inducdo significativamente maior (p<0,05) da
expressao do gene SAPT3 do isolado 182.06 em relagdo ao isolado 138.06 quando cultivados
em BSA.

Desta forma, ¢ possivel observar que a expressao diferencial de genes SAPT
pelos diferentes isolados foi mais evidente em presenca de hemoglobina comparativamente ao
obtido em presenca de BSA nas condigdes de cultivo analisadas.

Até o momento, a expressdo diferencial, in vitro, de genes da familia SAPT
foi demonstrada somente para o gene SAPT1 pela metodologia de RT-PCR (Zaugg e
colaboradores)’. Estes autores utilizaram dois meios de cultivo distintos, YPD (Yeast Extract
Peptone Dextrose) suplementado com 0,2 % de BSA e meio Lee modificado contendo 5% de
soro fetal bovino.

No presente estudo, as condi¢des de cultivo foram distintas no que se refere
a composi¢ao do meio de cultivo (meio Candida), que ndo apresenta peptona como o meio
YPD e nem suplementacdo com aminodcidos como o meio Lee modificado. Além disso, a
concentragdo de extrato de levedura no meio Candida é 10 vezes inferior ao do meio YPD.
Outra diferenga foi a temperatura de incubacdo a 37°C, diferentemente do empregado por
Zaugg e colaboradores’, além do sincronismo do cultivo. Sabe-se que microrganismos,
particularmente leveduras, sdo capazes de mudar rapidamente seu perfil transcricional em
resposta as mais sutis variagdes do meio em que se encontram e, principalmente, em funcao
de seu estado metabolico’’ %, As condigdes de cultivo testadas propiciaram a avaliagdo da
expressdo diferencial dos genes SAPT2 e SAPT3 por isolados clinicos de C. tropicalis,
diferentemente do observado por Zaugg et al. (2001)5.

Outro fato que sustenta as afirmagdes anteriores sdo as diferencas de
redundancia e posicao de sitios de ligacdo de fatores de transcrigdo existentes entre as
diferentes SAPS, relacionados a indugao e repressao de genes glicoliticos e de genes induzidos

por nitrogénio. Basicamente, as regides regulatorias (upstream regions) da maioria dos genes
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SAPs, descritos até o momento, sdo qualitativa e quantitativamente diferentes, o que explica a
ampla variacao de atividade em resposta a diferentes substratos, além de outros fatores de

1933 'E relatada também a participago

transcri¢do envolvidos na regulagdo de outros genes
indireta de outros genes no processo de regulacio da atividade proteolitica das Saps®*.

Além disso, estas diferencas podem estar relacionadas aos isolados
empregados em cada estudo, visto que os isolados 08.05, 151.06, 144.06, 197.06 ¢ 344.07,
distribuidos aleatoriamente entre os diferentes sitios de isolamento, ndo apresentaram
expressdo diferencial de nenhum gene SAPT, tanto quando cultivados em presenca de BSA
quanto de hemoglobina, e que 4 isolados apresentaram expressdo diferencial apenas do gene
SAPT1 quando cultivado com o substrato BSA, condi¢do numericamente proxima a utilizada
por Zaugg e colaboradores’. Este fato reforga que expressdo de genes SAPT por C. tropicalis
parece ser linhagem-dependente, ndo estando relacionada ao sitio de isolamento.

Silva e colaboradores™, avaliaram o papel das SAPT1-4 de C. tropicalis na
infeccdo epitelial, utilizando o modelo de epitélio oral humano reconstituido (RHOE).
Segundo estes autores, a expressdo destes genes foi linhagem-dependente sendo que nao foi
observada inducdo significativa destes genes em presenga de RHOE (situagdo teste) quando
comparado a situagdo controle (auséncia de RHOE), sugerindo o limitado papel das SAPTS
neste modelo de infeccdo. Diferentemente, Henrique e colaboradores™® observaram a
expressdo diferencial de genes SAP por isolados de C. parapsilosis empregando o mesmo
modelo de infeccdo (RHOE). Estes autores observaram que a expressdo dos genes SAPS ¢
dependente da linhagem de C. parapsilosis.

Em nosso estudo, assim como no de Silva e colaboradores® , também foi
observada uma ampla variedade de perfis de expressao dos genes da familia SAPT em relagdo
ao gene tACT nas 3 condi¢des de cultivo analisadas (dados ndo mostrados). Entretanto,
quando aplicado o modelo de quantificacdo descrito por Pfafll*>*° que considera a expressio
dos genes na situagdo controle e na situagcdo teste, nem todos os isolados apresentaram
expressao diferencial significativa, como ja discutido.

Muitos estudos de expressao de genes SAPS por C. albicans evidenciaram a
ocorréncia de variacdo nos perfis de expressdo destes genes em resposta a diferentes
condi¢des a qual sdo submetidas, tanto in vitro quanto in vivo>**">°. Por exemplo, a expressio
dos genes SAP1, SAP3, SAP4, SAP7 e SAPS est4 correlacionada a infec¢do de epitélio oral,
enquanto a expressio dos genes SAP1, SAP3 ¢ SAP6-8 a infecgdes de epitélio vaginal®®.

Diferengas nos padrdes de expressdo dos genes SAPs de C. dubliniensis em

resposta a diferentes condigdes experimentais também foram evidenciadas por Loaiza-Loeza
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e colaboradores™. Segundo esses autores, os genes SAPs foram mais expressos em presenca
de BSA comparativamente a outras fontes de nitrogénio. Os autores relatam também
diferengas de expressao diferencial (indug@o ou repressdo) entre os genes SAPS em relacdo ao
estagio de crescimento populacional (fase logaritmica, exponencial e exponencial tardia),
diferentes pHs de cultivo e estados morfologicos. Além disso, somente os genes SAP3 e SAP4
de C. dubliniensis foram expressos em modelo in vivo de infecgao.

Desta forma, pode-se constatar a existéncia de distintos padroes de
expressdo dos genes SAPS nas espécies C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis ¢ C.
dubliniensis, tanto em hospedeiros, variando de acordo com a necessidade do fungo no
decorrer da infecg¢do, quanto em diferentes condigdes in vitro. As diferengas promovidas por
linhagens fungicas distintas devem ser consideradas, assim como as diferencas
metodoldgicas, que muitas vezes influenciam e limitam a comparagdo de resultados entre
diferentes estudos™**.

A grande variabilidade genética existente entre espécies patogé€nicas de
Candida torna necessaria a caracterizagdo da expressdo diferencial de genes relacionados a
fatores de viruléncia referentes a cada espécie individualmente. Estudos filogenéticos
demonstraram que os genes SAPTs de C. tropicalis ndo formam subgrupos, tais como SAP1-3
e SAP4-6 de C. albicans. Em dendrogramas, estes genes ocorrem em ramos distintos com
similaridade inferior a 63% entre si'’. Entretanto, SAPT1 e SAPT4 aparecem agrupados aos
genes SAPS e SAP1 de C. albicans, respectivamente, quando comparados filogenéticamente.
Com base em percentual de similitude, sintenia e analises filogenéticas, sugere-se que o gene
SAPT4 seja ortologo do gene SAP1 de C. albicans™'’.

Em sintese, no presente estudo, foi verificada pela primeira vez a expressao
diferencial in vitro dos genes da familia SAPT, particularmente, SAPT2 e SAPT3 em isolados
de C. tropicalis com o auxilio da metodologia de RT-PCR em tempo real. Condi¢des que
proporcionem a expressao diferencial do gene SAPT4 ainda precisam ser avaliadas e, baseado
nos estudos comparativos expostos anteriormente, o pardmetro tempo de cultivo aparenta ser
um 6timo fator a ser analisado em estudos futuros. Este estudo ¢ mais uma etapa para a
caracterizagdo do perfil transcricional dos genes SAPT, e muito ainda precisa ser elucidado,

visto que comparagoes entre SAPS de diferentes espécies nao ¢ recomendado.
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CONCLUSOES’

- Espécies de Candida nao-albicans estdo mais frequentemente isoladas que
C. albicans em isolados clinicos de candiduria provenientes de pacientes atendidos no
Hospital Universitario de Londrina-PR;

- Ha relacdes clinicas significativas entre as contagens de UFC mL™" de
urina e a distribui¢@o das espécies de Candida;

- Ha relagdes clinicas significativas entre o grau de acometimento do
paciente (n° de fatores de risco) e as contagens de UFC mL™' de urina;

- Ha relagdes clinicas significativas de certas combinacdes de fatores
predisponentes com a distribuigdo das espécies de Candida;

- A classificacdo das contagens de UFC mL™" de urina em niveis (1, 2 ¢ 3),
aliado aos fatores clinicos e predisponentes dos pacientes podem servir de prognostico para
orientagdo de terapias antifingicas mais adequadas, tanto para o tratamento da candiduria,
caso necessario, quanto para a profilaxia de infec¢des invasivas e candidemias;

- A metodologia de MEV permitiu a observagdo de diferengas quanto a
capacidade de adesdo, producdo de matriz extracelular e formacdo de biofilme entre os
morfotipos de C. parapsilosis em resposta aos substratos utilizados;

- Pela primeira vez, as condi¢des de cultivo empregadas para a avaliagdo da
expressdo dos genes SAPT de C. tropicalis pela técnica de PCR em tempo real
proporcionaram a indugdo significativa dos genes SAPT2 e SAPT3 em relagdo a situacdo
controle em isolados de C. tropicalis;

- A expressdo diferencial dos genes SAPTs dos isolados clinicos de C.
tropicalis analisados no estudo se mostrou ser linhagem-dependente nas condigdes de cultivo

analisadas.



