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Resumo

O conceito One Health esta sendo utilizado a muitos anos e visa a integracdo de satude humana,
veterinario e 0 meio ambiente, com medidas para a prevencao e o controle de enfermidades. O meio
ambiente esta sujeito a interferéncias humanas como o uso e descarte inadequado de agentes
antimicrobianos procedentes da saude humana e veterinario, materiais hospitalares, agrotoxicos e
fungicidas na agricultura, o que propicia a selecéo e sobrevivéncia de microrganismos patogénicos.
As leveduras do género Candida fazem parte da microbiota normal humana, causam infecgcfes
dermatogénicas e oportunistas em humanos. Candida albicans ¢é a espécie mais estudada no entanto,
Candida nédo-C. albicans (CNCA) séo isoladas no ambiente hospitalar e apresentam um aumento
na resisténcia aos antimicrobianos como também na formacdo de biofilmes em superficies. No
entanto, estdo emergindo para 0 meio ambiente, sendo encontradas em agua potavel. O objetivo do
estudo foi caracterizar os fatores de viruléncia e avaliar a formagéo de biofilmes de CNCA de
amostras de isolados clinicos e ambientais. Foram realizados ensaios in vitro no qual se avaliou a
hidrofobicidade da superficie celular, adesdo, producdo de enzimas hidroliticas e formacdo de
biofilme. Em sua maioria os isolados de ambos ambientes foram hidrofobicos e os isolados de
amostras clinicas tiveram propriedades adesivas maiores que 0s de agua subterranea. Os isolados de
ambos os ambientes produziram uma ou mais enzimas hidroliticas extracelulares e formaram
biofilmes tanto na presenca de 4gua quanto na presenca de hipoclorito de calcio. Nossos resultados
mostram a presenca de CNCA de amostras clinicas e de agua subterranea, com fatores iniciais para
a viruléncia o que é preocupante pois, sao patdgenos oportunistas com capacidade de sobreviver em
quantidade reduzida de nutrientes e estdo em contato constante com o ser humano e animais. Deve-
se considerar uma abordagem que envolva o conceito de One Health na tentativa de controle de
CNCA.

Palavras-chave: Candida, biofilmes, enzimas hidroliticas, One Health, &gua potével.
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Abstract

The One Health concept has been in use for many years and aims to integrate animal health, human
health and the environment with measures for disease prevention and control. The environment is
subject to human interference such as the inappropriate use and disposal of antimicrobial agents
from human and animal health, hospital materials, agrochemicals and fungicides in agriculture,
which favors the selection and survival of pathogenic microorganisms. Candida non-Candida
albicans (CNCA) are isolated in the hospital environment and present an increase in resistance to
antimicrobials as well as in the formation of biofilms on surfaces. However, they are emerging into
the environment, being found in drinking water. The aim of the study was to characterize the
virulence factors and evaluate the formation of biofilms CNCA isolated from clinical samples and
groundwater. In vitro assays were performed in which cell surface hydrophobicity, adhesion,
hydrolytic enzyme production and biofilm formation were evaluated. Most of the isolates from both
environments were hydrophobic and those from clinical samples had higher adhesive properties
than groundwater. Isolates from both environments produced one or more extracellular hydrolytic
enzymes and formed biofilms only in the presence of water and calcium hypochlorite. Our results
show the presence of CNCA in clinical samples and in groundwater with initial factors for virulence,
which is worrying because they are opportunistic pathogens with the capacity to survive in a reduced
amount of nutrients and are in constant contact with humans and animals . An approach that involves
the concept of One Health in the attempt to control CNCA should be considered.

Key words: Candida, biofilms, hydrolytic enzymes, One Health, drinking water.
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1. INTRODUCAO

O uso do conceito One Health vem crescendo nos ultimos anos, é a integracdo
interdisciplinar entre salde humana, salde animal e meio ambiente com medidas para prevencao e
controle de enfermidades (EVANS; LEIGHTON, 2014; MARDONES et al., 2017). Na busca por
prevenir os impactos na saude global, estas medidas sdo tomadas em reunides conjuntas por
responsaveis do setor publico e privado diante de mecanismos que envolvam as trés areas do conceito
de One Health (EVANS; LEIGHTON, 2014; ESSACK, 2018).

Primeiramente na area animal, com o uso em larga escala de medicamentos promotores de
crescimentos, antibidticos para fins terapéuticos e profilaticos, fez com que o conceito de One Health
fosse empregado pela medicina veterinria para buscar estratégias de prevencdo de doencas € a
resisténcia aos antimicrobianos, como também o impacto no meio ambiente gerado pelo descarte de
efluentes de instalagcdes pecuérias e aquicolas que contenha antimicrobianos (CONRAD et al., 2009;
STARK et al., 2015 MARDONES et al., 2017).

O meio ambiente é o que estd mais sujeito a atividades antropicas, sendo via de
armazenamento para microrganismos, drogas antimicrobianas advindos de uso veterinario e do ser
humano, fungicidas agricolas e materiais hospitalares (QUEENAN et al., 2016; ESSACK, 2018;
AMANI et al., 2018). O contato destes residuos contaminantes ocasiona em efeitos ao solo e aos
recursos naturais como a agua, contribuindo assim para a selecdo de microrganismos resistentes que,
posteriormente, afetam o ser humano (MARAN et al., 2016; QUEENAN et al., 2016; GOGOl et al.,
2018).

Diante da necessidade em controlar a resisténcia microbiana e seus impactos no meio
ambiente, ser humano e animal, o conceito de One Health foi extrapolado na satide humana como
prioridade no mundo todo (WHO, 2015; GEORGE et al., 2018). A satide humana esté sujeita aos
microrganismos selecionados com o uso de antimicrobianos na veterindria e presentes no meio
ambiente, além do uso de antibi6ticos de maneira errénea pelo préprio ser humano (QUEENAN et
al., 2016; MENDELSON et al., 2018).

As leveduras do género Candida fazem parte da microbiota normal do ser humano, passou
a ser associadas com casos graves de infecgdes no ambiente hospitalar principalmente em pacientes
imunocomprometidos e atualmente, a emergéncia de leveduras Candida N&o-Candida albicans
(CNCA) tem sido motivo de preocupacgéo (SILVA etal., 2011; ANDES et al., 2016). Estas leveduras
CNCA estdo presentes no meio ambiente sendo isoladas de lagos, rios e aguas subterraneas
(HAGESKAL et al., 2009; PEREIRA et al., 2009; MARAN et al., 2016; BABIC et al., 2017)

CNCA apresentam fatores de viruléncia que facilitam um processo infeccioso como a

capacidade de adesdo, producdo de enzimas hidroliticas e também a resisténcia aos antimicrobianos
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(SILVA et al.,, 2011; FATAHINIA et al., 2017; BOWEN et al., 2018). A capacidade de adesdo de
Candida spp., a qualquer substrato, € a primeira etapa para a formacao de biofilmes, este que é
composto por um conglomerado de microrganismos que estdo envoltos por uma matriz extracelular
rica em polissacarideos, como forma de sobrevivéncia em superficies bioticas e abioticas. (SILVA et
al., 2012; TREVINO- RANGEL et al., 2015).

Assim, neste contexto One Health, onde n&o ocorre a indissocia¢do do ambiente, veterinario
e humano, nosso objetivo foi avaliar as caracteristicas de viruléncia de leveduras isoladas de agua

subterranea e de infecgdes clinicas da Regido da Grande Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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CAPITULO 1

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 One Health

O termo One Health (salde Unica) voltou a ser utilizado nos Gltimos anos e trata-se da
reconceitualizacdo de salde através da integracdo entre salde humana, veterindra e meio ambiente
juntamente com medidas de prevencéo e controle de enfermidades (Figura 1) (EVANS; LEIGHTON,
2014; MARDONES et al., 2017; ESSACK, 2018). Este conceito visa garantir a saude para o ser
humano, animais e ao meio ambiente, por meio de decisdes tomadas em conjunto por setores publicos
e privados, que buscam mecanismos eficientes para avaliacdes de riscos a gestdo da satde global
(EVANS; LEIGHTON, 2014; STARK et al., 2015; ROSTAL et al., 2018).

Animais Saudaveis:

Animais saudaveis sdo bem cuidados, minimizando a dor,
o estresse e o sofrimento, resultando no aumento da
producio de came, leite e ovos a partir de menos recursos.
Ajudar os animais a viver vidas mais longas e saudaveis.

\4

Pessoas Sauddveis:

Permitir que as pessoas
em todos os lugares
vivam e prosperem

/\

Poder de uma satide:

Preservar a eficdcia das ferramentas * Conservar recursos

utilizadas na medicina humana e animal. + Impulsi ias e meios de sut

Limite de propagagéo de * Animais de esti io ajudam - a melh a dade, a
Diminuir a mortalidade do gado e pressdo arterial e o estresse. Eles também podem melhorar
melhorar a produtividade habilidades sociais e desenvolvimento em criangas.
Melhorar a nutrigdo humana * Combate doengas como obesidade e diabetes com nutrigao
Garantir que as pessoas tenham escolhas adequada

alimentares

Figura 1. Diagrama englobando a interface Satde Humana, Animal e Ambiental,
representando One Health e seus objetivos (Adaptado de Elanco.com, 2016).

Primeiramente, a partir de 2007 o conceito de One Health foi empregado nos campos da
medicina veterinaria, em que a Associacdo Médica Veterinaria Americana (AVMA\) reforgou seu uso
na tentativa de controlar e prevenir zoonoses e doencas transfronteiricas em animais, toxicidade da
agua devido a agentes patogénicos e agroguimicos e a resisténcia microbiana. Como forma de obter
este controle, envolvendo iniciativas One Health, a pesquisa integrada de forma interdisciplinar
necessitou do aprimoramento de profissionais e do desenvolvimento de centros de exceléncia
voltados para o impacto em sadde publica e animal (CONRAD et al., 2009; ASOKAN, 2015;
MARDONES et al., 2017).
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Por ter sido bem aceito, este conceito foi extrapolado em relagéo a saude humana a partir de
um plano de agdo global emitido pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2015, juntamente
com a Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO) e Organizacdo
Mundial da Saude Animal (OIE). Este plano alerta acerca da alta resisténcia antimicrobiana e as
consequéncias futuras a populacdo e o meio ambiente. Despertou-se entdo o interesse em utilizar o
conceito One Health para controlar esta resisténcia, envolvendo setores mundiais e locais pois, com
0 avanco sustentdvel mundial e as conquistas em saide, poderiam ser corrompidos e afetar os setores
econémicos, como na induastria farmacéutica (WHO, 2015; QUEENAN et al., 2016; GOGOI et al.,
2018; MENDELSON et al., 2018).

Recentemente, o conceito One health foi utilizado com sucesso na saide humana para o
controle do virus da Febre do Vale do Rift e do Ebola na Africa, disseminados nos Gltimos tempos.
Com o uso de estratégias implementadas por iniciativas globais e regionais, obteve-se uma melhor
eficiéncia dos recursos investidos e uma reducdo dos custos quando utilizado alternativas propostas
pelo conceito de One Health, de maneira que, a integracdo de areas para se atingir um unico objetivo
é importante pois, os resultados positivos beneficiam outros objetivos em cadeia (ROSTAL et al.,
2018).

Outro estudo relata a respeito de doencas respiratorias ocasionadas por virus da Influenza,
Coronavirus, Adenovirus e Enterovirus, que possuem reservatorios zoon6ticos e que causam efeitos
adversos a satide humana e animal, impactando secundariamente o meio ambiente. E sugerido que a
abordagem One Health seja amplamente incorporada nas mais distintas areas disciplinares para a
populacdo, dada a complexidade desses virus (viruléncia, mutacdes, relacdo homem-animal
complexa, etc.) e alternativas inovadoras para os atuais métodos de deteccdo de virus zoon6ticos
potencialmente emergentes (BAILEY et al., 2018).

O conceito de One Health torna-se um modelo padrdo pois, a salde € determinada por
diversos fatores de forma continua e abrangente, que envolve amplamente ecossistemas, populacéo
humana e animais, a seguranca alimentar, a biodiversidade, a prosperidade econémica e o bem-estar
emocional e mental (EVANS; LEIGHTON, 2014; STARK et al., 2015). Fatores que afetam a
interface ecossistema-animal-saide humana e exigem um trabalho de forma integrada séo:
microrganismos resistentes aos antimicrobianos em humanos e em animais, escassez de dgua potavel,
poluicdo e contaminantes no meio ambiente, suficiéncia e inseguranca alimentar e a condicdo global
devido a mudancas ambientais (EVANS; LEIGHTON, 2014).
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2.1.1 Meio Ambiente em One Health: resisténcia antimicrobiana

O meio ambiente é considerado o mais complexo dos trés pilares que envolvem o conceito
One Health (ESSACK, 2018). Diversos eventos antropogénicos afetam este ambiente, dentre eles a
presenca de antibioticos derivados do descarte de materiais hospitalares, efluentes com antibidticos e
fungicidas agricolas (MYUNG, 2015; AMANI et al., 2018; GOGOI et al., 2018). A permanéncia
desses residuos contaminantes no meio ambiente de maneira indiscriminada, quando lixiviados
ocasionam efeitos adversos ao solo, a &gua e efluentes e contribui para a sele¢cdo de microrganismos
resistentes ali presentes (Figura 2) (GOMES et al., 2014; QUEENAN et al., 2016; CORDEIRO et al.,
2017; MENDELSON et al., 2018).
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Figura 2 Relacdo meio ambiente-humano- animal, presenca de contaminantes na sele¢do de
microrganismos e consequéncias aos recursos haturais (Fonte: O autor).

Na medicina veterinaria, hd uma utilizacdo em larga escala de antimicrobianos para fins
terapéuticos em animais de grande e pequeno porte, ou para promover o crescimento em animais
produtores de alimentos. Mesmo ap0s a restricdo em animais, seu uso de maneira errénea contribui
para a resisténcia antimicrobiana e pode afetar o meio ambiente pelo contato com os efluentes de
instalagbes pecuarias e aquicolas, e/ou descarte dos materiais contendo os antimicrobianos
(QUEENAN et al., 2016; MARDONES et al., 2017; GEORGE, 2018).

O que ndo difere na saude humana, pelo uso indiscriminado de medicamentos pelo ser
humano ser considerado uma das grandes causas do aumento de microrganismos resistentes, a
interrupgdo do tratamento com antibiotico indicado ou a aquisi¢do do mesmo sem prescricdo médica.

Como também a presenca de contaminantes no meio ambiente advindos do descarte de efluentes de
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origem humana ou da inddstria farmacéutica, auxilia na selecdo de microrganismos resistentes
(QUEENAN et al., 2016; GOGOl et al., 2018).

A resisténcia antimicrobiana € um problema global que vem sendo alvo de alternativas para
seu controle no mundo todo. A OMS publicou um plano de acdo global em que orienta acGes para
sua solucdo (WHO, 2015; QUEENAN et al., 2016). No conceito de One Health, além dos impactos
na satude humana e animal, a presenca do descarte de antimicrobianos no meio ambiente deve ser
controlada pois, a selecdo de microrganismos resistentes afeta a microbiota do ambiente e também os
recursos naturais (GOMES et al., 2014; QUEENAN et al., 2016; GOGOI et al., 2018; GEORGE,
2018).

A 4gua potével destinada ao consumo humano e animal na rede publica e/ou privada € obtida
através da captacdo de recursos hidricos de &guas superficiais e/ou subterraneas (ROCHA et al., 2015;
BABIC et al., 2016; MARAN et al 2016). O consumo pelo ser humano destas 4guas contendo
microrganismos patogénicos resistentes aos antimicrobianos é preocupante, uma vez que € relatado
em amostras de agua a presenca de bactérias e fungos (HAGESKAL et al., 2009; PEREIRA et al.,
2013; BABIC et al., 2017). Como por exemplo, estudos tém demonstrado a presenca frequente de
leveduras do género Candida encontradas no meio ambiente, em &gua subterraneas, rios e efluentes
(PEREIRA et al., 2009; BABIC et al., 2016; SASAKI, 2017; AMANI et al., 2018).

2.1.2 Agua Potéavel

Como forma alternativa para abastecimento privado além da rede de autarquia, a populacao
tem optado pela construcdo de po¢os para captacdo de aguas subterraneas. Entretanto, a construcéo
de pocos de maneira empirica pode comprometer a qualidade e potabilidade da agua, onde existem
varios interferentes como: tipos de pocos (caipira/cavado, artesiano ou semi artesiano), forma de
perfuracdo, profundidade e a proximidade com fossa séptica (HYNDS et al., 2014; MARAN et al.,
2016).

A agua fornecida pela rede autarquica deve ser uma agua segura para 0 consumo humano,
mas, em propriedades privadas o monitoramento e o tratamento de agua potavel se tornaram
necessarios e onerosos (RISEBRO etal., 2012; FOX et al., 2016). A fim de se averiguar 0s parametros
microbioldgicos para a potabilidade da &gua, é avaliada a presenca ou auséncia de bactérias do grupo
coliformes totais e Escherichia coli (BRASIL, 2011; WHO, 2011). A presenca de E. coli em agua é
indicativo de contaminacéo fecal e a sua resisténcia aos antimicrobianos é descrita em regides onde
ha saneamento basico precéario, sendo encontrada em aguas superficiais e subterraneas e até mesmo
em agua de fonte mineral (PEREIRA et al., 2013; ROCHA et al., 2015; MARAN et al., 2016).
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Devido sua agédo contra bactérias patogénicas, a OMS indica o tratamento de agua potavel
em rede privada e em esta¢des de tratamento com hipoclorito de calcio a 65% ou hipoclorito de sédio,
com um teor minimo de 2 mg/L (WHO et al., 2013). Entretanto, o uso inadequado de hipoclorito de
calcio em grande escala pela populacédo e estacdes de tratamento, juntamente com o descarte deste
composto no meio ambiente faz com que ocorra a selecdo de microrganismos resistentes ao cloro
(GOMES et al., 2016; BABIC et al., 2017; GOGOI et al., 2018). Sasaki (2017), avaliou a atividade
de hipoclorito de célcio frente leveduras isoladas de agua subterrdnea e estas se apresentaram
resistentes nas concentracoes de 0,06 a 13 mg/mL.

A presenca de leveduras, principalmente as patogénicas, ndo sdo preconizadas em analises
de monitoramento para agua potavel, o que se torna preocupante na comunidade cientifica
(HAGESKAL et al., 2009; BABIC et al., 2016; BABIC et al 2017). Estas podem estar presentes na
agua de forma natural ou por meio atividades antropicas como a perfuracdo de poc¢os. A capacidade
de se adaptar a um microambiente com quantidade reduzida de nutrientes, a permanéncia por longos
periodos e 0 contato com o ser humano torna-se um alerta pois, estas podem se integrar a microbiota
normal do individuo até futura patogenia (WINGENDER; FLEMMING, 2011; GOMES et al., 2014;
BABIC et al 2017).

Estudos tém evidenciado a preocupacdo de leveduras em &guas superficiais, efluentes
domésticos e industriais e em aguas subterraneas (PEREIRA et al., 2009; BABIC et al., 2016;
SASAKI, 2017; AMANI et al., 2018). A presenca da levedura do género Candida é relatada em agua
subterranea em paises como Eslovénia, Portugal e Brasil (HAGESKAL et al., 2009; PEREIRA et al.,
2009; BABIC et al., 2016; SASAKI, 2017). Além da presenca natural de Candida spp. no meio
ambiente, a dgua pode ocasionar seu transporte para o ser humano e/ou animais, como também de
leveduras resistentes ao antimicrobianos, sendo motivo de alerta de futura patogenia em relacdo ao
consumo destas aguas pelos individuos (HAGESKAL et al., 2009; MUYNG et al., 2015; SASAKI,
2017).

2.2 Candida spp.

O género Candida possui mais de 100 espécies descritas e fazem parte da microbiota
endogena do ser humano presente em 20% a 80% da populagdo adulta saudavel, colonizando
principalmente o trato gastrointestinal, a vagina, boca, pele e unhas (SILVA et al., 2011; DADAR et
al., 2018). Causam infec¢Ges oportunistas em individuos imunocompetentes e imunocomprometidos,
como infeccdes sistémicas ou superficiais sendo aftas, candidiase e candiduria, micose em unhas
(MUADCHEINGK; TANTIVITAYAKUL, 2015; QUEIROZ et al., 2015; DADAR et al., 2018).
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No ambiente hospitalar, havia uma preocupacdo somente com infeccdes bacterianas no ser
humano no entanto, nas Ultimas duas décadas comegaram-se a relacionar infec¢Ges transversais por
leveduras do género Candida em individuos e nos dispositivos médicos, onde estas sdo encontradas
em cateteres, sondas, proteses, equipamentos de unidade de terapia intensiva (UTI) e em liquidos
cavitarios como sangue, urinas, secrecfes (ALMEIDA et al., 2013; MOTHIBE; PATEL, 2017;
TREVINO-RANGEL et al 2018).

Candida albicans é a principal espécie, a mais estudada e relacionada com infecgdes
oportunistas (DADAR et al., 2018). No entanto outras espécies deste género, como C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, denominadas por Candida ndo-C. albicans (CNCA) estdo sendo
encontradas com frequéncia como patdgenos humanos. O aumento do isolamento de CNCA no
ambiente hospitalar em dispositivos médicos e secrecdes, foi associado aos principais fatores de
viruléncia para este género como também a resisténcia destes a antifungicos (SILVA et al., 2012;
MUADCHEINGK; TANTIVITAYAKUL, 2015; ARAUJO et al., 2017).

Diversos autores destacam o isolamento de CNCA do ambiente, como em agua potavel
(BABIC et al., 2016; SASAKI, 2017), mineral (ISHIDA et al., 2012), rios e lagos (PEREIRA et al.,
2009), evidenciando a ubiquidade deste género em se adaptar a diversos locais. No Brasil, C.
parapsilosis € a espécie mais encontrada em agua subterranea (SASAKI, 2017). C. glabrata, C.
tropicalis e C. parapsilosis, sdo encontradas com frequéncia em ambientes hospitalares (STORTI et
al., 2012; SAVASTANO et al., 2016). No estado de Mato Grosso do Sul (MS), C. glabrata, C.
tropicalis e C. parapsilosis sdo as espécies que mais causam candidemia em pacientes (ALMEIDA
etal., 2013; MATTOS et al., 2017; ALENCAR et al., 2017).

A transferéncia de leveduras CNCA do meio ambiente para o ambiente hospitalar e seus
fatores de viruléncia que envolvem o processo infeccioso sdo um problema crescente e afetam as
areas que envolvem o conceito One Health, a sade humana-animal-ambiental, o que necessita de
medidas para seu controle. Na salde humana C. glabrata e C. parapsilosis sdo as espécies mais
encontradas em infeccBes invasivas e em candidemia persistente por cateter venoso central
(ARENDRUP, 2010; STORTI et al., 2012; KANG et al., 2017). Na satde animal, C. parapsilosis e
C. tropicalis s&o um problema por causarem infecgdes em animais (BRILHANTE et al., 2016;
CORDEIRO, et al., 2017).

2.3 Fatores de Viruléncia de Leveduras

A capacidade de adeséo e formacao de biofilmes, hidrofobicidade de sua superficie celular
e secrecdo de enzimas hidroliticas sdo fatores relacionados com a capacidade das leveduras serem

patogénicas e causarem doenca.
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2.3.1 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade da superficie celular (CSH) é importante no processo infeccioso para as
leveduras do género Candida pois, pode auxiliar na aderéncia e consequentemente na formacao de
biofilmes. E uma propriedade intrinseca presente na camada celular externa da levedura, em que
interagBes fisico-quimicas permitem que estas se agreguem e se desenvolvam em superficies bidticas
ou inertes como materiais hospitalares, domésticos e industriais (SILVA et al., 2012). A CSH de
Candida spp., pode ser determinada a partir da interacdo com hidrocarbonetos xileno, n-hexadecano,
em que apos a separacao das fases € realizado a quantificacdo da fase aquosa e entdo as células sdo
classificadas em hidrofilicas ou hidrofobicas ao solvente (RAUT et al., 2010; AMANI et al., 2018).

Células hidrofobicas sdo mais virulentas do que hidrofilicas, este por ser um dos mecanismos
de defesa que a levedura apresenta contra a acdo de agentes antimicrobianos, impedindo que estes
penetrem nas células e facilite sua adesdo a superficies. No individuo, este fator contribui no processo
infeccioso, como é relatado na literatura quando se trata de células epiteliais (MUADHEINGKA;
TANTIVITAYAKUL, 2015; PEREIRA et al., 2016). N&o sé isolados clinicos podem apresentar
hidrofobicidade a hidrocarbonetos, esta pode ser observada também em isolados ambientais (AMANI
etal., 2018).

2.3.2 Adesdo

A adesdo, além de estar relacionada com a hidrofobicidade e a interacGes eletrostéaticas, € o
passo inicial para a formacéo de biofilmes de Candida spp (RAUT et al., 2010; SILVA et al., 2011,
SILVA et al., 2012). No processo infeccioso a adesdo é um fator fundamental pois, as leveduras se
instalam de maneira irreversivel e mediadas por proteinas presentes na membrana celular da levedura
denominadas adesinas, irdo interagir com as células da mucosa oral, vaginal, pele e entdo iniciarem
a secrecdo de enzimas hidroliticas extracelulares (SILVA et al., 2011; FATAHINIA et al., 2017
MOTHIBE; PATEL, 2017).

Em superficies inertes, a integridade e as interacdes fisico-quimicas do material e as células
da levedura, a presenca de liquidos ricos em nutrientes, auxiliam o processo de aderéncia.
Dispositivos médicos sdo 0s mais conhecidos, no entanto a adesdo de leveduras em ambientes
industriais e domésticos tem sido causa de alerta, por se tornarem uma fonte de contaminagéo
constante, uma vez que se instalam de maneira que seja propicio a formacao de biofilmes e como
protecdo a agentes sanitizantes e antimicrobianos. (QUEIROZ et al., 2015; TOMICIC et al., 2017;
AMANI et al., 2018).



O 00 N o u B W N P

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

20

2.3.3 Biofilmes
A formacéo de biofilme flngico € um processo bem organizado. Definido por um complexo

estruturado em comunidade de microrganismos rodeados por uma matriz extracelular de
polissacarideos, aderidos um ao outro numa superficie ou interface (SILVA et al., 2011; ESTIVIL et
al., 2011). E realizado em trés momentos (Figura 3): A) o primeiro sendo o pré-condicionamento e
adesdo, no qual a levedura em fase plancténica é transportada e se adere a superficie; B) Fase
intermediaria onde se inicia a formacao de microcoldnias de leveduras, que servirdo de base, estando
cada microcol6nia aderida a superficie, com moléculas de sinalizacdo célula-célula e a produgéo de
substancias poliméricas extracelulares (EPS); C) Maturacéo, estando completa a formacao de hifas e
pseudohifas e a producdo de EPS rica em proteinas e polissacarideos, ocorre o desprendimento das
células filhas que sdo transportadas para uma nova adesdo (WINGENDER; FLEMMING, 2011;
TREVINO-RANGEL et al., 2015; BOWEN et al., 2018).

A estrutura do biofilme de pode variar entre as especies CNCA no processo infeccioso e ao
se instalar em superficies, sendo que a matriz que envolve os biofilmes atua na protecdo dos
microrganismos ali presentes contra condi¢des de estresse, € composta principalmente por proteinas,
carboidratos e outras moléculas (Figura 4; WINGENDER; FLEMMING, 2011; GOMES et al., 2014).
Biofilmes formados por C. parapsilosis, apresentam uma biomassa maior e compacta, com
multicamadas de EPS composta por grandes quantidades de proteinas e baixos niveis de carboidratos.
Os biofilmes de C. tropicalis sdo formados por blastoconideos e hifas, EPS espessas com
hexosaminas e baixo teor de carboidratos e proteinas. No biofilme de C. glabrata suas células estdo
inseridas em uma matriz extracelular delgada, a qual é composta por altos niveis de carboidratos e
proteinas. (SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2011; NEGRI et al., 2015).

No ambiente hospitalar, a formacéo de biofilmes em dispositivos médicos por Candida spp.,
sdo um problema constante e estdo associados com casos de infeccdes, o que dificulta o tratamento
antimicrobiano (SILVA etal., 2011; ESTIVIL etal., 2011; ARAUJO et al., 2017). No meio ambiente,
em agua potavel é relatado que Candida spp. séo capazes de formar biofilmes, como por exemplo na
rede de distribuicdo doméstica. Fazendo com que ocorra a manutencdo dos biofilmes por longos
periodos e em constante contato com o individuo que consome a agua. Como consequéncia, ocorre
alteracbes nas propriedades organolépticas da agua, degradacdo da tubulacdo e a resisténcia aos
métodos de desinfeccio (PEREIRA et al., 2009; GOMES et a., 2014; BABIC et al., 2016; LIU et al.,
2017).
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Figura 3 Processo de formacéo de biofilmes como fontes de contaminagao e infeccdo em sistemas de agua potavel
(Adaptado, WINGENDER; FLEMMING, 2011).

TRENDS in Microbiology

Figura 4 Estrutura do biofilme de C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis. Imagens de microscopia eletrénica
de varredura obtidas apds o crescimento do biofilme em SDB ap6s 48 h (SILVA et al., 2011).

2.3.4 Enzimas Hidroliticas

A secrecdo de enzimas hidroliticas como fosfolipases, esterases, hemolisinas e DNAses
caracterizam fatores iniciais no processo de infeccdo por Candida spp, por auxiliar na destruicéo das
células e na acdo do sistema imune do individuo (SILVA et al., 2011; FATAHINIA et al., 2017;
TREVINO-RANGEL et al., 2018).

Considerada uma das principais enzimas hidroliticas produzidas por Candida spp., as
fosfolipases atuam na hidrélise dos fosfolipidios da membrana celular, facilitando a invasdo da
levedura na célula do hospedeiro (PEREIRA et al., 2016; WIEBUSH et al., 2017; TREVINO-
RANGEL et al., 2018). Classificadas em A, B, C e D, de acordo com o sitio de clivagem da ligacéo
éster, transformando-os em subprodutos: diacilglicerol (DAG), acidos graxos livres (FFAs), acido
fosfatidico (PA), e liso-fosfolipidios (LPLs) (BARMAN et al., 2018). In vitro, a produgdo de

fosfolipase pode ser observada em agar contendo gema de ovo, no qual a degradacao dos fosfolipidios
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é avaliada pela formacao de um precipitado em torno da col6nia de levedura (PRICE et al., 1983;
SAMARANAY AKE et al., 2005).

As esterases fazem parte das enzimas lipofilicas, juntamente com as fosfolipases e com a
liberagdo dos &cidos graxos se ligam as moléculas de calcio (SLIFKIN, 2000). E relatado que a
producdo desta enzima por Candida spp., auxilia na invasdo destas nas células do hospedeiro,
principalmente em imunocomprometidos (KUMAR et al., 2006; FATAHINIA et al., 2017; AMANI
et al., 2018). Sua producéo, pode ser observada in vitro por meio do teste de opacidade na presenca
Tween, onde o complexo de célcio é visualizado como cristais insolveis ao redor da colonia. Esta
enzima também pode ser observada em bactérias e outras leveduras (SLIFKIN, 2000; KUMAR et
al., 2006; PAKSHIR et al., 2013).

Enzimas hemoliticas ou hemolisinas sdo consideradas como elementos chaves na virulénica
de Candida spp., pois degradam a hemoglobina’/hemina para obter ferro e desenvolver seus
blastoconideos e pseudohifas que invadem as celulas do hospedeiro (LUO et al., 2001; SILVA et al.,
2011; SILVA et al., 2012). Em 4gar acrescido de sangue e glicose é avaliado a produc¢do desta enzima
in vitro, em que observa-se a presenc¢a de um halo esverdeado (lise total) ou transltcido (lise parcial),
considerando como producdo positiva para a enzima (LUO et al., 2001; FRANCA et al., 2017). Das
CNCA, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis sdo capazes de produzir este fator, lisando os
eritrécitos parcialmente ou totalmemte (NEGRI et al., 2010; RICETO et al., 2015; AMANI et al.,
2018).

A DNase (desoxirribonuclease) degrada o DNA celular inativando-o e sua producéo
juntamente com outras enzimas hidroliticas é considerada um contribuinte para viruléncia.
Inicialmente, sua producéo foi descrita por bactérias Staphylococcus e Streptococcus spp., entretanto
para leveduras o tema esta sendo pouco explorado (SANCHEZ; COLOM, 2010; MARTINS et al.,
2012). Os primeiros relatos se deram com as leveduras do género Cryptococcus, onde a presenga
desta enzima foi comparada com a evasao do sistema imune inato, no qual a presenca de neutrofilos
auxilia na morte da levedura (SANCHEZ; COLOM, 2010). Ja para leveduras do género Candida
existem poucos relatos, mas foi descrito que C. glabrata e C. albicans podem produzir tal enzima
(MARTINS et al., 2012; RICETO et al., 2015; MENEZES et al., 2016; TREVINO-RANGEL et al.,
2018).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar os fatores de viruléncia e a formagéo de biofilmes de leveduras Candida ndo-Candida
albicans (CNCA) provenientes de aguas subterraneas e comparar com isolados de amostras

clinicas

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a produgdo de enzimas hidroliticas de leveduras de CNCA.
Determinar a hidrofobicidade da superficie celular de CNCA.

Quantificar a adesdo inicial de CNCA em microplacas de poliestireno.
Quantificar a formacao de biofilmes de CNCA na presenca de agua potavel.
Avaliar a acdo de hipoclorito de calcio a 65% em biofilmes de CNCA.

Observar a estrutura dos biofilmes de CNCA por microscopia eletronica de varredura.
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Candida n&o-C. albicans provenientes de amostras ambientais produzem
enzimas hidroliticas e biofilmes iguais aos isolados de amostras clinicas
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Resumo/ abstract

O meio ambiente é afetado pela interferéncia humana através do descarte inadequado de agentes
antimicrobianos e materiais hospitalares que propiciam a selecdo de microrganismos patogénicos.
Leveduras do género Candida fazem parte da microbiota normal humana e causam infecgdes
dermatogénicas e oportunistas em humanos. Candida nédo-C. albicans (CNCA) sdo encontradas em
amostras clinicas, no entanto estdo emergindo para meio ambiente, presentes em agua subterranea.
No presente estudo, avaliamos in vitro os fatores de viruléncia e a formacéo de biofilmes de CNCA
isoladas de amostras ambientais e clinicas. Os isolados de CNCA s&o hidrofdbicas e as de amostras
clinicas apresentaram maior capacidade de adesdo. A producdo de enzimas hidroliticas para 0s
isolados foi semelhante. CNCA foram capazes de formar biofilmes na presenca de dgua subterranea
e de hipoclorito de calcio. Nossos resultados mostram que CNCA de amostras ambientais podem
produzir fatores de viruléncia iguais aos de amostras clinicas. Alertamos a presenca de CNCA em
agua subterranea e em relacdo ao consumo desta agua pelo do ser humano pois, sdo patégenos
oportunistas com capacidade de sobreviver em quantidade reduzida de nutrientes. Assim, medidas de
prevencdo de CNCA sdo necessarias e sugerimos uma abordagem que envolva o conceito One Health,
este que visa a integracdo de salde humana, veterinario e ambiental para o controle e prevencao de
enfermidades.

Palavras-chave: Candida, One health, agua potavel, fatores de viruléncia.
Keywords: Candida, One Health, Drinking water, Virulence factors.

1. Introducgéo

O uso do conceito One Health visa a integracdo entre salide humana, veterinaria e do meio
ambiente através de medidas de prevencéo e controle de enfermidades [1,2]. Este conceito comegou
a ser utilizado na saide humana e veterinaria, decorrente do uso em larga escala de medicamentos
para fins terapéuticos ou promotores de crescimento, na sele¢cdo de microrganismos resistentes pela
utilizagdo de antimicrobianos veterinarios, alem do uso de antibiéticos de maneira errénea pelo
préprio ser humano como também seus impactos no meio ambiente [2-4].

As atividades antrdpicas afetam o meio ambiente, este que é via de armazenamento de

microrganismos, drogas antimicrobianas de uso veterinario e humano, fungicidas agricolas e
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materiais hospitalares [4-6]. O contato destes residuos contaminantes contribui para a selecdo de
microrganismos resistentes e a presenca elevada destes microrganismos nos recursos naturais como
a agua afetam o ser humano [7-9]. A presenca de Candida spp. em amostras clinicas e em amostras
ambientais vém sendo relatada na comunidade cientifica, estas que fazem parte da microbiota normal
humana e causam infeccdes dermatocutaneas e oportunistas sisttmicas em imunocomprometidos [10-
12].

C. albicans é a principal espécie, a mais estudada e relacionada com infecgdes oportunistas.
No entanto, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis fazem parte do grupo de espécies Candida
ndo-C. albicans (CNCA) tém se mostrado importantes agentes patogénicos emergentes [12,13].
Fatores de viruléncia como hidrofobicidade da superficie celular, adesao, formacao de biofilmes e a
producdo de enzimas hidroliticas auxiliam no processo infecioso de Candida spp. no individuo, como
na invasdo nas células do hospedeiro, na tolerancia as drogas antifingicas e no meio ambiente afetam
a integridade dos recursos naturais [13-16]. No ambiente hospitalar, CNCA sdo associadas com casos
graves de infeccOes e adesdo a dispositivos médicos [13, 17,18].

CNCA estdo presentes no meio ambiente, sendo isoladas a partir de amostras de agua
subterranea, agua mineral, efluentes domésticos e industriais, rios e lagos, evidenciando a ubiquidade
deste género em se adaptar a diversos locais [6,7,15,19-22]. CNCA tem sido isolada em agua
subterranea em paises como Eslovénia, Portugal e Brasil [19,20,23]. No Brasil, C parapsilosis é mais
isolada em &gua subterranea [23] e C. glabrata, C tropicalis e C. parapsilosis sdo encontradas com
frequéncia em ambientes hospitalares e sdo as espécies que mais causam candidemia em pacientes
[17,18, 24,25].

Contudo, pouco se sabe a respeito do perfil de viruléncia de CNCA que estéo presentes em
no meio ambiente, como em &gua subterrénea, esta que através do consumo pode ser um veiculo de
transmissdo destes patdgenos para o ser humano, sendo necessario realizar estudos para avaliar a
patogenicidade de Candida spp, e também auxiliar na busca por solucdes por meio da abordagem do
conceito One Health.[2,9,8] Portanto, neste contexto One Health buscamos avaliar os fatores de

viruléncia de espécimes de CNCA provenientes de amostras ambientais e clinicas.

2. Material e Métodos
2.1 Microrganismos

Os isolados fazem parte da micoteca do Laboratério de Microbiologia Aplicada, da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais, na Universidade Federal da Grande Dourados.
Foram utilizadas 33 leveduras CNCA (C. tropicalis, C. parapsilosis, e C. glabrata), sendo 18

leveduras isoladas de amostras clinicas como hemocultura, urocultura e secrecdo traqueal [26] e 15
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leveduras de amostras ambientais provenientes de agua subterranea destinada para 0 consumo
humano e que foi coletada a partir de pogos privados [7,23]. Nos ensaios, foram utilizadas as cepas
de referéncias da American Type Culture Collection (ATCC) C. tropicalis ATCC 750, C. parapsilosis
ATCC 22019 e C. glabrata ATCC 2001. Os isolados foram reativados em Caldo Sabouraud Dextrose
(SDB; Acumedia) e semeados em CHROMagarCandida® (Difco, Faisca, MD, EUA) para confirmar

sua pureza. Todos os ensaios a seguir foram realizados em triplicatas.

2.2 Enzimas hidroliticas
2.2.1 Preparo do Ino6culo
Os isolados foram reativados e transferidos para placa com SDA e incubados por 24 h antes
da realizacdo dos testes. A suspensao de leveduras para os testes enzimaticos foram ajustados a uma
turbidez de acordo com a ODsgz0:0,12- 0,15 (1- 5x10° UFC/mL escala 0,5 McFarland).

2.2.2 Producéo de Fosfolipase
Foi semeado 5 pL da suspensdo de leveduras em &gar gema de ovo e incubadas a 37 °C por

6-7 dias conforme descrito por Samaranayake et al., [29]. Os resultados foram expressos pela razdo
entre o diametro do halo e o diametro da colénia mais a zona de precipitacdo (em mm). O halo (PZ
value) de 1,0 indica ndo atividade enzimatica, 0,63 <PZ<1,0 indica atividade enziméatica moderada,
e PZ<0,63 indica forte atividade enzimatica [30]. Como controle positivo do teste foi utilizado a cepa
padréo C. albicans ATCC 90028.

2.2.3 Atividade Hemolitica
Para a avaliacdo da producéo de hemolisinas o ensaio foi realizado de acordo com Luo et
al., [31]. Foi inoculado 5 pL da suspensdo de leveduras em SDA enriquecido com 7% de sangue
desfibrinado e 4% de glucose. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e os resultados foram
expressos de acordo com PZ value [30]. Como controle positivo do teste foi utilizado as cepas padrbes
C. tropicalis ATCC 750, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. glabrata ATCC 2001.

2.2.4 Atividade de Esterase
A producéo de esterase dos isolados foi realizada usando o meio de teste de opacidade em
Tween 80 (Dindmica, Brasil) conforme Slifkin, [32]. Foram adicionados 5 pL da suspensdo de
leveduras em agar contendo Tween 80 e incubadas durante 10 dias a 30 °C. A presenca de um halo

opaco em torno das coldnias indica a producdo da enzima, o qual foi avaliado de acordo com PZ
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value [30]. Como controle positivo do teste foi utilizado as cepas padrdes C. tropicalis ATCC 750,
C. parapsilosis ATCC 22019 e C. glabrata ATCC 2001.

2.2.5 Atividade de DNAse
A producdo de DNase extracelular foi determinada de acordo com Sanchez; Colom, [33] com
algumas modificagdes. Em placas contendo DNAase Test Agar (NewProv, Brasil) suplementado com
1% de verde de metila, 5 pL da suspenséo de leveduras foram inoculados, incubados a 30°C durante
7 dias. A formacéo de zonas claras (halo) em torno das coldnias foi avaliada e classificada de acordo
com Price et al, [30]. Como controle positivo do teste foi utilizado a cepa padrdo Staphylococcus
aureus ATCC 25923

2.3 Hidrofobicidade da Superficie Celular (CSH)

CSH foi determinada pela a adesdo microbiana aos hidrocarbonetos de acordo com Raut et
al., [27] com algumas modificagdes. Os isolados foram cultivados em Caldo Extrato de Leveduras-
Peptona-Dextrose (YPD), centrifugados a 5000 g por 5 min, lavados por 3 vezes com solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS, pH 7, 0.1 M) e ajustado a suspensdo em uma densidade 6tica (OD) de
0.5 (1-2 x 10° UFC/mL) a 630 nm em espectrofotometro. 100 pL da suspensdo foram distribuidos em
uma microplaca de poliestireno com 96 pocos (Kasvi) e a ODs3o inicial determinada em um leitor de
microplacas (Celer Biotecnologia S/A- Polaris, Brasil). Em tubos, 150 uL. de n- hexadecano (Merk,
Hohenbrunn, Germany) foram adicionados a 600 uL de indculo, agitados por 3 min em vortex e
deixados em repouso durante 15 min para separacao das fases. Por fim, 100 uL da fase aquosa foram
transferidos para outra microplaca e a ODe3o final determinada em leitor de microplaca. A
porcentagem de CSH foi calculada pela férmula: %CSH= (1- OD final / OD inicial) x 100.

2.4 Adesdo a Superficie de Poliestireno

O teste de adesdo foi realizado em microplacas de poliestireno com 96 pocos, de acordo com
Raut et al., [27] com algumas modificagdes. As leveduras foram reativadas e transferidas para placas
contendo Agar Sabouraud Dextrose (SDA; Sigma-Aldrich), a 37 °C, 24 h antes do teste. A ODeso 1
x 10" UFC/mL da suspenséo foi ajustada em espectrofotémetro em solugdo PBS. 100 uL da suspensio
foram transferidos para uma microplaca de 96 pocos, incubada a 37 °C por 90 min sob agitacédo
continua de 50 rpm. Apds os pogos foram lavados trés vezes com PBS e entdo quantificados pelo
método de cristal violeta [28].
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2.5 Biofilmes
2.5.1 Condigdes de Crescimento
Os isolados foram cultivados em SDB por 24 h a 37 °C sob agitagéo constante de 80 rpm.
As células foram recolhidas por centrifugagéo a 5000 g, lavadas trés vezes com PBS e a concentracdo
da suspenséo foi ajustada a uma ODs3o= 1.0 (1 x 10’ UFC/mL) [34].

2.5.2 Formacio de biofilmes na presenca de Agua Subterranea

A 4gua subterranea (AGS) utilizada no estudo foi coletada de um poco privado em gque nao
houve processo de tratamento, posteriormente esterilizada por autoclave. O ensaio foi avaliado de
acordo com Silva et al., [35] com algumas modificacbes. Em microplacas de 96 pogos foram
adicionados 100 pL de AGS e 100 pL da suspenséo de leveduras, as microplacas foram incubadas a
37 °C por 48 h com meio de cultivo renovado em 24 h. Posteriormente, as células ndo aderidas foram
retiradas por meio de lavagem com PBS por trés vezes e realizado a quantificacdo dos biofilmes por
cristal violeta [28]. Como controle positivo, os isolados foram incubados com SDB, e controle
negativo foi utilizado somente AGS sem a presenca de leveduras, sob as mesmas condigdes. A
formacéo de biofilme foi expressa pela diferenca de crescimento do isolado em relacdo ao controle

positivo.

2.5.3 Avaliacao do Hipoclorito de Calcio 65% na formacéo de biofilmes

Foram utilizadas as concentrac@es de 0,5 e 2 mg/mL de hipoclorito de calcio (65%) diluidas
em AGS. 100 pL de cada concentracdo de hipoclorito de célcio (65%) e 100 pL da suspensdo de
leveduras foram adicionados em microplacas de poliestireno com 96 pogos, estas foram incubadas a
37 °C por 48 h a 80 rpm [35]. Ap0s as células ndo aderidas foram retiradas por meio de lavagem com
PBS por trés vezes e realizado a quantificacdo dos biofilmes pelo método de cristal violeta [28]. Como
controle positivo foi utilizado somente as leveduras sem hipoclorito e o controle negativo sem
in6culo. A formacao de biofilme foi expressa pela diferenca de crescimento do isolado em relacdo ao

controle positivo.

2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

MEYV foi utilizada para observar a estrutura dos biofilmes de um isolado ambiental de C.
parapsilosis (8) proveniente de dgua subterranea e a cepa padrédo C. parapsilosis ATCC 22019 ap06s
o0 cultivo em AGS e em SDB. A formagéo dos biofilmes foi realizada microplacas de poliestireno
com 24 pogos de acordo com o item 2.5.1 e 2.5.2. Para a analise de imagem, os biofilmes foram

fixados em solucdo contendo glutaraldeido a 2,5% (Sigma-Aldrich) em cacodilato de sodio (0,1 M,
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pH 7.4; Sigma-Aldrich) por 24 h a 4°C e cupons (1 x 1 cm) do fundo dos pogos foram cortados com
uma lamina de bisturi. Os biofilmes foram desidratados com uma série de solucdes de etanol (30%,
50%, 70%, 80%, 85%, 90% 95% e 100%, 15 min cada) e levados para secagem hipercriticaem CO.,
Os cupons foram metalizados com ouro e observados sob um microscopio eletrénico de varredura
JSM-6380LV (Jeol, EUA).

2.7 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) utilizando o PROC MIXED

de acordo com o seguinte modelo:
Vi=u+A;+e

Com e;j, = N (0, 67); onde Yij é o valor da variavel dependente; 1 é a média geral; Aié o
efeito fixo da ambiente; ejj € 0 erro residual; N representa distribuicdo gaussiana e o7 ¢ a variancia
associada a cada tratamento. Os graus de liberdade foram corrigidos pelo método de Rogers (1997).

Para a determinacéo da concentracdo ideal de hipoclorito de célcio (65%), foi realizado uma
andlise de regressdao polinomial simples considerando apenas as concentragGes de hipoclorito de
célcio, através do PROC REG. Com nivel de significancia de p=0,05 (versdo 9.3, SAS Institute Cary,
NC).

3. Resultados
3.1 Enzimas Hidroliticas

Para a avaliacdo da producdo de enzimas hidroliticas (Figura 5), dos 33 isolados de CNCA
avaliados: 33,33% (11) destes produziram fosfolipases, 100% (33) hemolisinas, 24,24% (8) DNAse,
e 48,48% (16) esterase. Todas classificadas com atividade muito forte (PZ<0,63; Tabela S1).

De acordo com a figura 5, a producéo de fosfolipases por isolados de amostras clinicas (0,462)
apresentou diferenca significativa (p=0,048) em comparacdo aos de dgua subterranea (0,442). Ja, as
esterases produzidas pelos isolados de agua subterranea (0,438) foram diferentes estatisticamente
(p=0,002) dos isolados de amostras clinicas (0,384). A producdo de hemolisinas e DNAses entre 0s
isolados de amostras clinicas e de agua subterranea foram iguais estatisticamente (p=0,595 para
hemolisinas e p=0,787 para DNAses). C. parapsilosis de ambos os ambientes produziram DNAses,
C. glabrata ndo produziu fosfolipases e os isolados de agua subterranea desta espécie nao

apresentaram producdo de esterases.
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Figura 5. Producdo de enzimas hidroliticas: Fosfolipase (p=0,048), Esterase (p=0,002),
Hemolisinas (p=0,595), DNAse (p=0,787) e Adesdo ao poliestireno (p>0,0001) de CNCA isoladas
de agua subterranea e amostras clinicas.

Tabela 1. Producdo de enzimas hidroliticas (Fosfolipase, Esterase, Hemolisina e DNAse),
Hidrofobicidade da superficie celular (CSH), Adesdo ao poliestireno, de CNCA isoladas de 4gua
subterr@nea e amostras clinica.

Item Origem EPM Valor de P
Amostras Amostras
Clinicas Ambientais

Adesdo! 0.407 0.161 0.01 <.0001
Hidrofobicidade? 86.70 86.63 4.43 0.994
Fosfolipase® 0.462 0.442 0.07 0.048
Hemolisina® 0.334 0.341 0.06 0.595
Esterase® 0.384 0.438 0.06 0.002
DNAse? 0.390 0.395 0.08 0.787

1: Abs/cm?; 2: % hidrofobicidade; 3: PZ value ; EPM: Erro Padrdo da Média.

3.2 Hidrofobicidade da Superficie Celular e Adeséo

Na avaliacdo da hidrofobicidade da superficie celular os isolados de ambos os ambientes
foram classificados como hidrofébicos, com uma porcentagem semelhante entre os de amostras
clinicas (86,70%) e os de &gua subterranea com (86,63%). No entanto, C. tropicalis de agua
subterranea foi hidrofilica e de amostras clinicas, pelo menos um isolado de cada espécie de C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata foram classificados como hidrofilicos (Tabela S1). A
comparagédo entre os ambientes dos isolados ndo mostrou ser significativa (p=0,994).

Na adesdo a microplacas de poliestireno, os isolados de amostras clinicas apresentaram maior
capacidade de adeso (0,407 abs/ cm?) em comparagdo com os isolados de 4gua subterranea (0,161
abs/ cm?; p<0.0001). Quando comparado com a hidrofobicidade, os isolados que foram hidrofilicos

apresentaram capacidade de adesdo ao material em estudo.
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3.3 Biofilmes
3.3.1 Formacéao de Biofilmes na presenca de AGS

As CNCA foram capazes de formar biofilmes na presenca de AGS quando comparado 0
crescimento com o meio de cultivo SDB (Figura 6; p=0,001). Apds a quantificacdo, a formacéo de
biofilmes para o isolado ambiental (08) de C. parapsilosis foi maior na presenca de AGS (0,409
abs/cm?) do que em SDB (0,290 abs/cm?), o contrario aconteceu para C. parapsilosis ATCC 22019
esta que quando cultivada em SDB apresentou maior capacidade de formar biofilme na presenca de
SDB (1,735 abs/cm?) do que em AGS (0,664 abs/cm?). A MEV ilustra a formagéo de biofilmes para
o0 isolado ambiental (08) de C. parapsilosis e ATCC 22019 na presenca de AGS e em SDB (Figura
7). O cultivo em SDB mostrou-se melhor para formacao de biofilmes para os isolados de amostras
clinicas e de &gua subterranea ap6s 48 h. Nao foi verificacdo interagdo significativa entre a formagéo

de biofilmes dos isolados de ambos os ambientes (Figura 6; p=0,674).

® 16 - Probabilidades:
£ 1,4 - Ambiente P=0,001 T
S 1,2 - Meio de cultivo P=0,001 i
DE 1 [
[¢B)
5208 - | T
183 0,6 § ‘|’ J_
@
c 0,4 l
E 0,2

0

AGS SDB ‘ AGS SDB

Figura 6. Formagdo de biofilmes (abs/cm?) de CNCA na presenca de dgua subterranea e
Sabouraud Dextrose Broth (SDB).

C. parapsilosis ATCC 22019 C. parapsilosis isolado ambiental
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SDB
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Figura 7. Microscopia eletrnica de varredura ilustra a formac&o de biofilmes
de C. parapsilosis na presenca de agua subterranea (AGS) e em Sabouraud
Dextrose Broth (SDB).Al e B1 representa C. parapsilosis ATCC 22019 e
isolado ambiental cultivados na presenca de AGS. Al e B2 representa C.
parapsilosis ATCC 22019 e isolado ambiental cultivados na presenca de SDB.

3.3.2 Interferéncia do Hipoclorito de Célcio na formac&o biofilmes

Quando se avaliou a formacdo de biofilmes em AGS na presenca de 0,5 e 2 mg/mL
hipoclorito de célcio a 65% em relacdo ao controle, observou-se que os isolados de ambos 0s
ambientes apresentaram capacidade de formar biofilmes (Figura 8). Os isolados de amostras clinicas
apresentaram maior média de biomassa na formacéo de biofilmes com a presenga de hipoclorito de
calcio a 65% em relacdo aos de dgua subterranea (p=0,001). Com a regressao polinomial simples foi
estimado a concentracdo ideal para a inibicao de biofilmes, sendo para os isolados de 4gua subterranea
de 1,22 mg/mL e os de amostras clinicas de 1,16 mg/mL, mas observamos que os isolados foram

capazes de formar biofilmes na concentragéo de 2 mg/mL.

m0mg/mL O0.5mg/mL @20mg/mL  Probabilidades:
Ambiente P= 0,001

08 - Doses de Hip de Célcio P= 0,001
' Interacdo P= 0,064

——

1

Aguas Subterraneas Amostras Clinicas
Hipoclorito de Calcio 65%

Formacdo de Biofilme
(abs/cm?)

Figura 8. Capacidade de formagdo de biofilmes de CNCA obtidas de &gua subterrdnea e
amostras clinicas.na presenga de 0,5 e 2 mg/mL de Hipoclorito de Célcio a 65%.

4. Discussao

O isolamento de microrganismos patogénicos em amostras ambientais e clinicas €
relacionado pela facilidade de adaptacdo e resisténcia aos antimicrobianos, e controlar
microrganismos resistentes € um dos objetivos prioritarios que envolvem o conceito One Health [3,4].
As leveduras do género Candida séo encontradas em amostras clinicas, mas sua presenga no meio
ambiente como em agua esta sendo relatada com frequéncia, 0 que necessita de uma abordagem que
envolva o conceito de One Health [7, 9, 19, 20, 36]. Estas fazem parte da microbiota humana e
mundialmente, depois de C. albicans, causam infecg¢des oportunistas no ser humano [10,11, 37]. No
Brasil, em Mato Grosso do Sul C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata séo isoladas em amostras

clinicas e em agua subterranea [7,17,18]. Neste estudo, por apresentarem dose-dependéncia ou
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resisténcia ao azol fluconazol (Tabela S1), o qual é utilizado como tratamento de infec¢des por
Candida spp., nés avaliamos os principais fatores de viruléncias para as Candida ndo-C. albicans
(CNCA) C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata, provenientes de agua subterranea (potéavel) e de
amostras clinicas.

A secrecdo de enzimas hidroliticas (fosfolipase, hemolisinas, esterases e DNAses) sdo
considerados fatores importantes para a viruléncia de Candida spp. S&o produzidas por todas as
espécies, expressas decorrente da resposta ao estresse, variando a espécie e o local da infecgdo, como
por exemplo na degradacdo do tecido do hospedeiro que propicia a invasao fangica [6, 13, 39]. No
estudo, os isolados provenientes de agua subterrdnea e de amostras clinicas foram capazes de
expressar enzimas hidroliticas, com producéo de pelo menos um tipo de enzima, exceto os isolados
de C. glabrata que ndo produziram fosfolipase e DNAse foi produzida somente nos isolados de C.
parapsilosis (Tabela S1).

Fosfolipases hidrolisam os fosfolipidios presente na membrana celular do hospedeiro em
acidos graxos soltveis e outros subprodutos, € considerada uma das primeiras e principais enzimas
hidroliticas para Candida spp., [40,41]. As hemolisinas, consideradas um dos elementos chaves na
viruléncia, atuam na degradacdo da hemoglobina presente nos eritrocitos para a obtencéo de ferro o
que facilita o desenvolvimento de suas pseudohifas [31, 39, 42]. Observamos que C. tropicalis e C.
parapsilosis provenientes de agua subterrdnea e de amostras clinicas sdo capazes de produzir
fosfolipases, no qual os isolados de amostras clinicas possuem maior média na producdo desta enzima
e todos os isolados sdo capazes de produzir hemolisinas com média semelhante entre os ambientes,
0S quais apresentam enzimas que estdo relacionadas como fator inicial de viruléncia no individuo e
que facilitam o seu desenvolvimento.

Esterases fazem parte das enzimas lipofilicas, em que os acidos graxos liberados se ligam
com as moléculas de célcio na célula do hospedeiro. Para a viruléncia, sua presenca esta relacionada
com a producdo de outras enzimas extracelulares como proteases, fosfolipases e hemolisinas [6,
40,43]. Neste estudo, a producao de esterases foi detectada nos isolados que produziram fosfolipases
e/ou hemolisinas, onde C. tropicalis de ambos os ambientes possuem capacidade de produzir
esterases e alguns isolados de C. glabrata e C. parapsilosis. J4 as DNAses sdo capazes de degradar o
DNA de outros microrganismos presentes na microbiota do individuo e inativar células do sistema
imune, aumentando a patogenia de CNCA em associagdo com outras enzimas extracelulares.
Primeiramente foi relatado sua producdo para isolados ambientais de Cryptococcus spp.,
posteriormente surgiram estudos mostrando a capacidade de producao de DNAses por Candida spp.,

[13, 33, 42]. As CNCA de agua subterranea apresentaram capacidade de produzir hemolisinas e
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DNAses iguais aos isolados de amostras clinicas, e estas em sua maioria sdo hidrofobicas ao
hidrocarboneto testado.

Para as leveduras aderirem e formarem biofilmes em uma superficie inerte ou bidtica, a
hidrofobicidade da superficie celular (CSH) € uma propriedade intrinseca para CNCA se agregar e se
desenvolver e células hidrofobicas podem ser mais virulentas do que células hidrofilicas [14, 27, 34].
Neste estudo, os isolados de CNCA provenientes de ambos os ambientes sdo hidrofébicos ao n-
hexadecano, onde um isolado de cada espécie de C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata de 4gua
subterranea e amostras clinicas se mostraram hidrofilicos ao hidrocarboneto. A CSH pode variar entre
as espécies e nossos resultados corroboram com o0s descritos por Amani et al., [6] e Pereira et al.,
[14], que observaram padrdes diferentes ao avaliarem frente a hidrocarbonetos a CSH de CNCA de
amostras ambientais e clinicas.

A presenca de leveduras hidrofobicas € um fator preocupante pois, aumenta a capacidade de
adesdo a superficies inertes como a rede de distribuicdo doméstica de agua, em tecido vivo como em
celulas da mucosa oral no momento da ingestdo da agua pelo hospedeiro estas podem se alojar e
permanecem ali até 0 momento propicio para patogenia. O que pode ocorrer também com os isolados
hidrofilicos que apresentam capacidade de ades@o. No entanto, a literatura relata que a CSH e adeséo
podem ou ndo estar relacionadas [14, 27, 35]. Neste estudo, concordamos com este fato pois, 0s
isolados hidrofilicos e hidrofébicos apresentaram capacidade de adesdo variada (Tabela S1), assim
independente da condicdo celular, as CNCA podem apresentar uma capacidade intrinseca para se
aderir.

A adesdo é o primeiro processo para que ocorra a formacdo de biofilmes em superficies.
Isolados de amostras clinicas sdo mais propensos a se aderirem e formar biofilmes em materiais
hospitalares e em tecido vivo, uma vez que se aderem como forma de resistir aos antimicrobianos
[10, 14, 16]. No ambiente, a adesdo de CNAC tem sido causa de alerta ja que, se aderem a superficies
de materiais industriais e residenciais, formam biofilmes, se tornam uma fonte de contaminacao
constante e pode ocasionar uma patogenia quando em contato com o hospedeiro [20,22,38]. As
CNAC utilizadas no presente estudo apresentaram capacidade de se aderir e os isolados de amostras
clinicas se aderem melhor ao poliestireno o que comprova com os achados na literatura. No entanto
os isolados de amostras ambientais também apresentaram capacidade de adesdo, o que é preocupante
dado a capacidade de adaptacdo que CNCA em se aderir independente do local de isolamento,
elevando o risco de contato com o individuo.

Os biofilmes formados por CNAC estdo relacionados como um crescente problema na
clinica e taxas de mortalidade. Estes auxiliam na sobrevivéncia das leveduras em superficies, no

contato prolongado com o hospedeiro, no aumento da resisténcia ao sistema imune e as drogas
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antifangicas [10,12,13]. No meio ambiente, CNAC estdo sendo encontradas com frequéncia em agua
potével, se tornando um problema na rede de distribuicdo doméstica de agua, em superficies
industriais e resistindo aos métodos de desinfeccéo [7, 9, 15, 19].

Neste estudo, CNAC foram expostas em superficie abidtica somente com agua ou SDB e
todos os isolados formaram biofilmes na presenca de ambos os meios. Ao utilizar saliva artificial e
urina como meio condicionante, estudos relatam que estes podem auxiliar na adesdo e formagéo de
biofilmes de Candida spp., [14, 44]. Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou a formacdo de
biofilmes de isolados de Candida spp., obtidos de amostras de agua subterranea [7, 23]. Agora,
mostramos a capacidade de adesdo e formacdo de biofilmes em superficie abidtica na presenca
somente de agua subterranea. Agua ndo é um meio estritamente nutritivo quando comparada com o
meio de cultura (SDB) utilizado neste estudo, meio este comum para o cultivo de leveduras.
Evidenciando a ubiquidade de CNCA em sobreviver em um ambiente restrito, dado que os isolados
ambientais foram obtidos a partir de agua subterranea [7,23]. Como também outros estudos
demostram o aumento no isolamento de Candida spp. em &gua e na rede de distribuicdo doméstica e
alertam para o seu isolamento [9, 19, 20,22, 36].

Uma das alternativas indicadas pela OMS para o tratamento de agua € o uso de hipoclorito
de calcio a 65%, por sua propriedade antibacteriana, com teor maximo permitido de 2 mg/L [45]. No
entanto, para leveduras, nosso grupo de pesquisa relatou que Candida spp., sdo capazes de tolerar
este agente quimico [23]. Neste estudo, a média de formacdo de biofilmes por isolados de amostras
clinicas foi maior que de agua subterranea e de acordo com a analise de regressdo polinomial a dose
ideal estimada para o controle de biofilmes de isolados de dgua subterranea foi maior que de amostras
clinicas. No entanto na concentracdo de 2 mg/mL os isolados de CNCA foram capazes de formar
biofilmes, concentracdo maxima indicada pela OMS, o que desperta interesse na busca por
alternativas antimicrobianas eficaz contra leveduras. A presenca de CNCA em agua pode ocasionar
em alteracbes organolépticas da agua, a degradacdo da tubulacdo e a resisténcia aos metodos de
desinfeccdo como também o constante contato com o ser humano e/ou animais [5,9,19,20].

O meio ambiente esta sujeito a interferéncias decorrentes de atividades antropicas como o
descarte de materiais hospitalares, residuos agricolas e antimicrobianos (antibidticos, antifungicos e
fungicidas) ou atividades naturais. [3, 5, 6]. O campo da medicina veterinaria, agricola e médico, sdo
0s que mais fazem o uso indiscriminado de antimicrobianos e o descarte de seus residuos de forma
incorreta. Quando lixiviados, contaminam os recursos hidricos, como agua subterranea, o que
compromete ndo s6 0 meio ambiente como também o ser humano e ocasiona na selecdo de
microrganismos ali presentes [5,8 47]. A transmissdo de CNCA de agua subterranea com capacidade

de viruléncia é preocupante principalmente para individuos imunocomprometidos mas também para
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imunocompetentes, pois as CNCA podem se estabelecer na microbiota normal e ali permanecer até
momento propicio para patogenia, 0 que torna necessario envolver estratégicas do conceito de One
Health que englobem também o meio ambiente na tentativa de combater a viruléncia de CNCA.

5. Concluséo

Nossos resultados demonstram que CNCA de agua subterrdnea sdo capazes de secretar
enzimas hidroliticas, apresentar perfis variados de CSH, adesdo ao poliestireno e formacdo de
biofilmes tanto na presenca de agua subterranea quando na presenca de hipoclorito de calcio a 65%
iguais aos isolados de amostras clinicas. Vale ressaltar que, as CNCA utilizadas neste estudo
apresentam resisténcia ou dose-dependéncia a um antifingico comumente utilizado. Portanto, a
aplicacdo de medidas que envolvam o conceito de One Health para o controle de CNCA é importante
pois, a presenca destas leveduras com capacidade de viruléncia no meio ambiente, pode contribuir
para 0 aumento na resisténcia antimicrobiana, consequentemente na disseminacao aos seres humanos

e animais.
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7. ANEXOS
Tabela S1. Producdo de enzimas hidroliticas (Fosfolipase, Esterase, Hemolisinas e DNAse), Hidrofobicidade da superficie celular, Adesdo ao
poliestireno, capacidade de formac&o de biofilmes e susceptibilidade antifingica de Candida spp., isoladas de 4gua subterrénea e clinica.

Fosfolipase Esterase DNAse Fator Hemolitico CSH Adesao Biofilme MIC
Amostras (Abs/cm?) (Abs/cm?)

Pz +SD | Pz +SD | Pz + SD | Pz +SD | | AGS SDB FLU
N°  Amostras Ambientais
2 C. parapsilosis (DRI) - - - - - - 0,24+0,04 V.H HB  0,127+0,01  0,40740,06  1,313+0,12 4
3 C. parapsilosis (DUG) 0,46+0,03 V.H - - 0,37£0,008 V.H 0,27+0,05 V.H HB  0,127+0,00 0,221+0,01  0,482+0,01 2
4 C. parapsilosis (DRI) 0,46+0,02 V.H 045+0,01 V.H 0,38+0,009 V.H 0,27+0,01 V.H HB  0,235%#0,04 0,254+0,03  1,667+0,10 4
5 C. parapsilosis (DUG) - - 0,43+0,02 V.H - - 0,29+0,04 V.H HB  0,213+#0,03 0,658 +0,08  0,890+0,00 8
6 C. parapsilosis (DRI) 0,33+0,006 V.H 0,40+0,03 V.H 044+0,005 V.H 0,37+0,02 V.H HB  0,143+#0,01 0,581+0,04  0,424+0,07 4
7 C. parapsilosis (DRI) - - - - - - 0,31+0,02 V.H HB  0,142+0,03 0,212+0,02  0,385+0,05 0,5
8 C. parapsilosis (DUG) 0,46+0,01 V.H - - 0,410,005 V.H 0,38%0,02 V.H HB  0,190+0,02  0,409+0,02  0,290+0,07 1
9 C. parapsilosis (DUG) - - - - 0,440,005 V.H 0,40+0,03 V.H HB  0,080+0,00 0,291+0,01  0,634+0,05 4
10 C. glabrata (DUG) - - - - - - 0,39+0,03 V.H HB  0,122+0,00 0,409+0,03  1,245+0,13 1
11 C. glabrata (DUG) - - - - - - 0,41+0,03 V.H HB  0,097+0,03 0,389+0,03  1,362+0,05 2
12 C. glabrata (DUG) - - - - - - 0,39+0,02 V.H HB  0,144+0,00 0,353+0,01  1,127+0,05 1
13 C. glabrata (DUG) - - - - - - 0,37+0,06 V.H HB  0,186+0,01  0,485+0,02  0,520+0,05 2
14 C. glabrata (DUG) - - - - - - 0,37+0,06 V.H HB  0,175+#0,01 0,938+0,06  1,726+0,10 1
15 C. tropicalis (DUG) 0,43+0,01 V.H 0,44+0,01 V.H - - 0,27+0,00 V.H HL  0,313+0,02 0,880+0,03 0,874+0,06 16

Amostras Clinicas

16 C. parapsilosis (BLO) - - 0,45+0,01 V.H 0,340,005 V.H 0,31+0,03 V.H HL  0,117+#0,01  0,784+0,06  1,385+0,10 0,25
17 C. parapsilosis (CAT) 0,41+0,006 V.H 045+0,01 V.H 0,45+0,006 V.H 0,29+0,05 V.H HB  0,622+0,00 0,819+0,06  1,389+0,03 0,25
18 C. parapsilosis (URI) - - 0,38+0,06 V.H - - 0,31+0,00 V.H HB  0,489+0,08 0,809+0,14  1,511+0,10 0,25
19 C. glabrata (URI) - - 0,33+t0,01 V.H - - 0,38+0,04 V.H HB  0,463+0,09 0,788+0,01 0,874+0,02 16**
20 C. glabrata (URI) - - 0,34+0,00 V.H - - 0,34+0,01 V.H HB  0,426+0,04 0,660+0,08  1,281+0,12 16**
21 C. glabrata (URI) - - - - - - 0,34+0,04 V.H HL  0,298+0,00 0,603+0,04  1,280+0,16 16**
22 C. glabrata (URI) - - - - - - 0,33+0,05 V.H HB  0,291+0,01  0,998+0,05 1,96+£0,06 16**
23 C. glabrata (URI) - - - - - - 0,34+0,07 V.H HB  0,419+0,09 0,897+0,07  1,297+0,05 2
24 C. glabrata (URI) - - - - - - 0,34+0,01 V.H HB  0,311+0,08 0,901+0,05  0,982+0,00 0,25*
25 C. glabrata (URI) - - 0,28+0,01 V.H - - 0,36+0,03 V.H HB  0,353%#0,03 0,397+0,02  1,133+0,00 0,25
26 C. tropicalis (URI) 0,46+0,02 V.H 0,36+0,01 V.H - - 0,32+¢0,01 V.H HB  0,449+0,07 0,315+0,01  0,430+0,02 1
27 C. tropicalis (URI) - - 0,40+0,05 V.H - - 0,35+0,04 V.H HB  0,535+0,06  0,769+0,04  0,847+0,03 1
28 C. tropicalis (SET) 0,46+0,01 V.H 0,29+0,02 V.H - - 0,33+0,07 V.H HL  0,416+0,04 0,768+0,02  1,348+0,01 0,25
29 C. tropicalis (URI) - - 0,42+0,02 V.H - - 0,34+0,04 V.H HL  0,455+0,00 0,788+0,07  1,083+0,04 0,5

30 C. tropicalis (URI) - - 0,37+0,01 V.H - - 0,40+0,03 V.H HB  0,493+0,07 0,836+0,05  1,227+0,08 1



31 C. tropicalis (URI) 0,45+0,01 V.H 036002 V.H - - 0,30+0,05 V.H HB  0,465+0,02 0,415+0,08  1,371+0,10

32 C. tropicalis (URI) 0,48+0,01 V.H 0,38t0,01 V.H - - 0,34+0,03 V.H HB  0,440+0,00 0,368+0,01  0,973+0,01

33 C. tropicalis (URI) 0,47+0,01 V.H 0,41+0,01 V.H - - 0,30£0,03 V.H HL  0,384+0,00 0,515+0,04  2,113+0,03

35 C. tropicalis ATCC 750 0,44+0,02 V.H 0,410,02 V.H - - 0,40+0,02 V.H HB  0,118+0,00 0,715+0,004 2,037+0,02 Un
36 C. glabrata ATCC 2001 - - 0,39+0,02 V.H - - 0,43+0,01 V.H HL  0,053+0,01 0,317+0,03 0,556+0,03  Un
37 C. parapsilosis ATCC 22019 - - 0,35+0,0 V.H - - 0,39+0,01 V.H HL  0,104+0,01  0,664+0,05  1,735+0,06 2
38 C. albicans ATCC 90028 0,40+0,04 V.H 0,34 V.H Un Un Un Un Un Un Un
39 C. krusei ATCC 6558 Un Un Un Un Un Un Un Un 16
40 S. aureus ATCC 25923 Un Un 0,20+0,01 V.H Un Un Un Un Un Un

N°: Numero correspondente para cada isolado utilizado em todos os ensaios bioldgicos ; DUG: Pogos Cavados; DRI: Pocos artesianos; URI: Urina; BLO: Hemocultura; SET:

Secrecdo Traqueal; CAT: Cateter; | Interpretacdo; Un N4o realizado; - N&o producdo da enzima hidrolitica;. V.H: Muito Alto; CSH: Hidrofobicidade da Superficie Celular; HB:
Hidrofdbico; HL: Hidrofilico; AGS:Agua Subterranea; SDB: Sabouraud Dextrose Broth; Abs/cm?Z Absorbancia por cm% MIC: Concentragdo Inibitéria Minima; FLU:
Fluconazol; ** Resistente; * Dose-Dependente.



