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FONTENELLE, Pedro Henrique Cunha. Perfil de susceptibilidade antifungica e fatores de
viruléncia de isolados fungicos de hospital publico do Estado do Maranhdo. 2024. 85f.
Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) - Universidade Federal do Maranhéo, Séo
Luis, 2024.

RESUMO

As micoses sao doencas negligenciadas e representam um importante problema de satde
publica. Os fungos sdo cosmopolitas, apresentam uma enorme biodiversidade e podem ser
encontrados em diversos nichos ecoldgicos. Um crescente nimero de casos de internagdes por
micoses invasivas vem ganhando espaco no ambiente hospitalar, 0 que acaba gerando o
aumento consequentemente da morbimortalidade destes individuos acometidos. Nesse
contexto, o objetivo desde trabalho foi avaliar o perfil de susceptibilidade antifungica e de
viruléncia em isolados de pacientes atendidos em hospitais no Estado do Maranh&o. O estudo
foi realizado com 14 amostras bioldgicas de pacientes internados em Unidades Hospitalares de
Sao Luis-MA, e foram isolados fungos de ambiente intra-hospitalares, no periodo de Janeiro de
2020 a Janeiro de 2024. As amostras foram coletadas para identificacdo das espécies fungicas
pelo MALDI-TOF/MS. Em seguida, foram realizados os testes de sensibilidade aos
antifingicos, testes de viruléncia para producdo de exoenzimas (proteinase, fosfolipase e
catalase) e formacéo de biofilme em superficies abidticas como em cateteres, além da avaliacdo
da distribuicdo da frequéncia e percentual do perfil clinico e socioeconémico dos acometidos.
No teste de Sensibilidade aos antifungicos, aproximadamente 92,8% das amostras se
apresentaram sensiveis a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol. Observou-se
que as amostras apresentaram a capacidade de produzir as exoenzimas fofoslipase e proteinase
onde destaca-se que todas as amostras apresentaram a Zona de Precipitagdo (PZ) < 0,70 sendo
consideradas de acordo com sua intensidade muito forte produtoras de proteinase e catalase
positiva. Além disso, no teste de formacdo de biofilme em cateter de poliuretano, em que todas
as amostras foram capazes de produzir biofilme com énfase nas cepas GCM e 1JST que foram
caracterizadas como produtoras fortes de biofilme em placa. Observa-se que Candida albicans
é o fungo mais prevalente, correspondendo a 50% dos casos. Conclui-se que este estudo sobre
a prevaléncia de infeccOes fangicas invasivas em hospitais de referéncia para doencas
infectocontagiosas fornecera subsidios importantes para a elaboracao de programas municipais
e estaduais de prevencdo. Dessa forma, espera-se que as medidas propostas contribuam
efetivamente para a reducéo da probabilidade de surtos futuros dessas infec¢oes, reforcando o
controle e a seguranca hospitalar.

Palavras-chave: Biodiversidade, Fungos, Resisténcia, Viruléncia.



FONTENELLE, Pedro Henrique Cunha. Antifungal susceptibility profile and virulence
factors of fungal isolates from a public hospital in the State of Maranh&o. 2024. 85f. Thesis
(Doctorate in Biodiversity and Biotechnology) - Federal University of Maranhdo, Sao Luis,
2024,

ABSTRACT

Fungal infections are neglected diseases and represent a significant public health problem.
Fungi are cosmopolitan, exhibit enormous biodiversity, and can be found in various ecological
niches. A growing number of hospitalizations due to invasive fungal infections has been
increasing in the hospital environment, consequently leading to higher morbidity and mortality
among affected individuals. In this context, the aim of this study was to evaluate the antifungal
susceptibility and virulence profile of isolates from patients treated in hospitals in the state of
Maranh&o. The study was conducted with 14 biological samples from patients hospitalized in
healthcare units in S8o Luis, MA, and fungi were isolated from the hospital environment
between January 2020 and January 2024. The samples were collected for fungal species
identification using MALDI-TOF/MS. Subsequently, antifungal susceptibility tests, virulence
tests for the production of exoenzymes (proteinase, phospholipase, and catalase), and biofilm
formation on abiotic surfaces such as catheters were performed. In the antifungal susceptibility
test, approximately 92.8% of the samples were sensitive to amphotericin B, fluconazole,
itraconazole, and voriconazole. It was observed that the samples had the ability to produce the
exoenzymes phospholipase and proteinase, with all samples showing a precipitation zone (PZ2)
< 0.70, indicating strong proteinase production and positive catalase activity. Additionally, in
the polyurethane catheter biofilm formation test, all samples were capable of producing biofilm,
with an emphasis on the GCM and IJST strains, which were characterized as strong biofilm
producers in plates. In conclusion, this study on the prevalence of invasive fungal infections in
reference hospitals for infectious diseases will provide important support for the development
of municipal and state prevention programs. Thus, it is expected that the proposed measures
will effectively contribute to reducing the likelihood of future outbreaks of these infections,
strengthening hospital control and safety.

Keywords: Biodiversity, Fungi, Resistance, Virulence.
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1 INTRODUCAO

Os fungos tém sido foco de estudos por cientistas e pesquisadores devido ao seu
potencial perigo a saude humana e animal. Desta forma, através de tais pesquisas, foi possivel
avaliar e estudar a diversidade e complexidade de multiplas espécies de fungos buscando
sempre avaliar a patogenicidade de varios grupos desses microrganismos. A maioria dos fungos
é cosmopolita e podem ser encontrados em praticamente todos os lugares da natureza entre eles:
solo, seres humanos, vegetais, materiais em decomposicdo e em animais domésticos
(Rodrigues, 2022).

A forma principal de propagacdo dos fungos é através do ar, desta forma, esses
microrganismos possuem uma capacidade de propagacéo elevada com uma taxa de colonizacéo
que pode variar de acordo com determinadas superficies e habitats (Souto et al., 2023). As
micoses sistémicas sdo infec¢des contraidas atraves da inalagdo de propagulos de fungos que
podem acabar lesionando, por exemplo, o tecido pulmonar. Algumas pesquisas realizadas no
semiarido Nordestino, principalmente nos estados do Ceara, Maranhdo e Piaui mostraram o
aumento dos niveis de morbimortalidade, devido as micoses pulmonares, pois ndo sdo doencas
de notificagdo compulsoria, 0 que aumenta ainda mais as proporcées da doenca (Pereira et al.,
2017; Fonseca, Rodrigues, 2022).

Atualmente, muitas internacfes sdo recorrentes em hospitais e em postos de saude,
devido a elevada incidéncia de casos de micoses sistémicas e oportunistas no Brasil. As
principais micoses profundas endémicas no pais sdo a criptococose, candidiase, a aspergilose e
a pneumocistose (Pereira, 2015).

Em um contexto geral, o desenvolvimento desse projeto se justifica pela necessidade de
compreender que infeccdes causadas por fungos patogénicos representam um desafio médico
global, sobretudo devido a tais patologias ndo serem de notificagdo compulsoria pelo Estado
Federativo. Com isso, quadros de internacfes por micoses invasivas com criptococose,
pneumocistose e candidiase vém complicando o curso clinico, terapéutico e medicamentoso.

Aliado a este fato, a biodiversidade dos fungos classificam-os como cosmopolitas e
acabam colonizando individuos pertencentes a climas que podem variar do temperado ao
subtropical/tropical ocasionando micoses sistémicas e gerar 6bitos, especialmente naqueles que
apresentam graus variados de imunossupressao.

Além disso, 0 numero de micoses invasivas em individuos imunocompetentes vem
aumentando paulatinamente, principalmente devido a infec¢cdo por cepas de Cryptococcus gatti

e de outras leveduras consideradas patogeno emergente como o Cryptococcus laurentii. Tais
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aspectos alertam para outros fatores de viruléncia passiveis de serem expressos por estas cepas
causadoras de micoses invasivas (Sales et al., 2021).

Com isso, considerando que as infecg¢bes fungicas sdo doencas negligenciadas, mas de
importancia para a satde publica, e que estes microrganismos possuem grande biodiversidade
e estdo presentes em inimeros ambientes, ressalta-se a necessidade do estudo sobre os fatores
de viruléncia e da biodiversidade dos fungos a fim de aumentar o conhecimento cientifico tanto
no ambito académico quanto entre os profissionais de salde, o que trara beneficios a populacgéo,

influenciando a tomada de decisdes em nivel municipal, estadual, federal.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de susceptibilidade e os fatores de viruléncia em isolados ambientais e

de pacientes atendidos em hospitais do Estado do Maranhao.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar os agentes fungicos pelas técnicas classicas e método automatizado;

e Descrever o perfil de sensibilidade aos antifungicos;

e Avaliar a producdo de exoenzimas dos fungos isolados de pacientes com infecgdes
fangicas invasivas de hospital de referéncia do Estado, obtidos a partir de amostras
bioldgicas;

¢ Investigar a formacao de biofilme sobre substratos abioticos diversos;

e Analisar a frequéncia e o perfil clinico e socioecondmicos dos pacientes acometidos por

micoses.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FUNGOS

Os fungos, em sua biodiversidade, apresentam uma enorme variedade de modos de
vida. Alguns deles vivem como saproéfitos, quando obtém seus nutrientes através da
decomposicdo de organismos mortos; como parasitas, quando capturam seu alimento de
substancias que séo advindas de organismos vivos em que estdo instalados, danificando-o ou
até mesmo estabelecendo relacdo mutualistica, em que ambos possam ser beneficiados
(Ganiko-Dutra; De Lara Weiser, 2019; Begon; Townsend, 2023).

A maioria dos fungos é cosmopolita e podem ser encontrados no solo, em seres
humanos, vegetais, materiais em decomposi¢cdo e em animais domésticos (Favalessa et al.,
2009; Souto et al., 2023). Os fungos tém sido foco de estudos por cientistas e pesquisadores
devido ao seu potencial perigo a saude humana e animal. Atualmente, muitas internacdes sdo
recorrentes em hospitais, devido a elevada incidéncia de casos de micoses sistémicas e

oportunistas no Brasil (Pereira, 2015; Toyotani, De Souza, 2021).

2.2 BIODIVERSIDADE DOS FUNGOS

O Reino Fungi, recentemente calculado em aproximadamente 3,8 milhdes de
especies, demonstra uma enorme diversidade de formas de vida com estratégias nutricionais e
relacbes com outros organismos. A origem dos fungos pode ser rastreada ha mais de 1 bilh&o
de anos. Desde entdo, os fungos conquistaram ndo apenas terras, mas também quase todos os
habitats e substratos no planeta (Remy et al., 1994; Floudas et al., 2012; Neves, 2020).

O Bioma de transi¢do Cerrado-Amazonico é conhecido como a maior diversidade
bioldgica e maior riqueza florestal do planeta, constitui uma fonte de valor elevadissimo para a
busca de novos extratos enzimaticos a serem explorados para a aplicacéo biotecnoldgica, pois
oferece uma riqueza imensurdvel em biodiversidade, recursos hidricos, minérios, espécies
animais e vegetais, além de fungos macro e microscopicos, leveduras e bactérias disponiveis
em seu bioma (Mendoza et al., 2022).

A biodiversidade e biotecnologia sdo reconhecidas como ciéncias para o avango do

século XXI, frente as suas caracteristicas de inovacao radical, impacto atual e potencial frente
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a problemas globais junto a promessa de desenvolvimento sustentavel (Begon; Townsend,
2023).

Nesse contexto, os fungos sdo utilizados na producédo de alimentos, contribuem na
industria farmacéutica, estdo presentes no processo de biodegradacéo e tratamento biologico de
efluentes, atuam na atividade enzimatica, de interesse industrial e na biotransformacéo; também
sdo de grande importancia agricola e ecoldgica, pois mantém o equilibrio do ambiente,
decompondo restos vegetais, degradando substancias toxicas (Pereira et al., 2017; Fonseca,
Rodrigues, 2022).

Igualmente, ocupam um papel ecoldgico importante para o planeta terra na
recuperacdo ambiental, uma vez que a Amazonia brasileira é caracterizada por uma notavel
riqueza de espécies e altos indices de endemismo (Capobianco et al., 2017; Begon; Townsend,
2023).

Porém, mesmo nem sempre observado a olho nu, estes microrganismos estdo
intimamente relacionados com a evolugdo e com a ecologia da vida como qualquer outro
organismo na Terra. Relatos de que os fungos propiciam protecdo a plantas e animais contra
adversidades, produzindo compostos protetores, conferindo defesa de alguns organismos a
estresses bioticos ou abidticos, além de aumentar o sistema de defesa vem sendo descritos na
literatura (Jones et al., 2006; Backman et al., 2008; Sales et al., 2021).

Além disso, a influéncia dos fungos pode ser observada nas fungdes do sistema
imunologico humano, na quimica dos solos e no DNA de muitos microrganismos. Porém, com
0 uso indiscriminado de fungicidas quimicos convencionais, ou seja, aqueles que contaminam
0 meio ambiente, prejudicando a saide humana, acarretando na resisténcia de cepas a essas
substancias ocasionando o aparecimento de doencas, a exploracdo de agentes fangicos no
controle bioldgico de patologias, tornou-se uma tendéncia frequente na tentativa de melhorar o
tratamento de pacientes acometidos por micoses invasivas (Clay, 1998; Brosi et al., 2011,
Hawksworth et al., 2017; Stocco et al., 2019; Costa Filho et al., 2021).

Estudos mostram que infecgbes fungicas, principalmente causadas por
microrganismos como Candida e Cryptococcus spp, levam a dbito todos os anos cerca de um
milh&o de pessoas. Essas leveduras do género possuem distribuicdo mundial dos Trépicos até
as regides articas e antarticas e tem capacidade de colonizar inimeros locais que variam deste
0 meio ambiente até materiais em decomposicdo, vegetais, excretas de aves e solo, onde estudos
recentes também revelaram que o género Cryptococcus é um grupo fangico predominante em
solos, além conseguirem colonizar o préprio ser humano (Tedersoo et al., 2018; Folha et al.,
2024; Carvalho et al., 2024).
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Tendo em vista a biodiversidade dos fungos, o desenvolvimento de antifingicos e
ferramentas no diagnostico que sdo importantes para combater doencas fungicas de forma
eficaz, ha a necessidade de maiores conhecimentos acerca da biologia dos patdgenos fungicos
de humanos no contexto de infeccdes e seu papel na microbiota humana e ambiental (Renker
et al., 2004; Casadevall; Kontoyiannis; Robert et al., 2019).

2.3 INFECCOES FUNGICAS

Infeccbes causadas por fungos vém sendo relatadas mundialmente, atingindo
centenas de individuos de diversas faixas etarias. Casos recorrentes de micoses estdo
intimamente ligados ao avanco de procedimentos cirurgicos, diagnostico e terapia
medicamentosa com o0 uso de antimicrobianos, principalmente as infecgGes causadas por
leveduras (Veasey et al., 2017; Cardoso et al., 2018; Da Rocha et al., 2021).

Microrganismos como Cryptococcus e Candida estdo entre os principais fungos
responsaveis por ocasionar micoses invasivas, que acabam afetando aproximadamente cerca de
um milhdo e meio de individuos por ano (Martins et al., 2016).

Uma preocupacao mundial se faz presente quando se relaciona as doencas invasivas
provocadas por fungos e pacientes acometidos pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
pois seu impacto é mais abrasivo devido a fragilidade do sistema imune do hospedeiro, tornando
algo significativo, que gera preocupacéo (Passos et al., 2018).

Outra preocupacao ¢ a deficiéncia e as dificuldades encontradas no diagnéstico precoce
e eficaz de infeccBes fungicas invasivas, bem como as caracteristicas e perfil de resisténcia dos
microrganismos a medicamentos como o fluconazol, voriconazol, itraconazol entre patdgenos
fungicos que contribuem para a elevagédo dos indices de mortalidade (Santos et al., 2015; Parras,
Cérdenas, 2020).

As internagcOes decorrentes de micoses representam um Onus significativo para o
Sistema Unico de Saude, acarretando custos substanciais que reverberam negativamente na
economia. A necessidade de tratamentos prolongados, muitas vezes envolvendo terapias
complexas e medicamentos de alto custo, imp&e uma pressao financeira consideravel sobre os
recursos publicos destinados a sadde (Silva, 2013; Shikanai-Yasuda, 2018).

Além disso, o impacto negativo se estende para além dos gastos diretos com
assisténcia médica, abrangendo também os custos indiretos associados a perda de
produtividade, tanto dos pacientes afetados quanto de seus familiares que precisam se ausentar

do trabalho para prestar cuidados. Essa conjuncdo de fatores ressalta a importancia de
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estratégias eficazes de prevencao e controle das micoses, visando mitigar seu impacto tanto na

salde publica quanto na estabilidade econdmica do pais (Russo et al, 2018; Freire, 2021).

2.4 INFECCOES FUNGICAS EM AMBIENTES NOSOCOMIAIS

S&@o consideradas infecgGes hospitalares as que ocorrem em pacientes que estdo
internados, ou ainda em pacientes que receberam altas e apresentaram sintomas de infec¢éo de
48 a 72 horas apds a mesma (Baptista et al., 2020).

O termo infecgdo hospitalar (IH) esta sendo substituido pelo termo IRAS, que significa
infeccdo relacionada a assisténcia em salde. Essa mudanca relaciona a infec¢do hospitalar néo
somente com a infeccdo adquirida no hospital, mas tambem a infeccdes ligadas a outros meios
de assisténcia a satde, como ambulatorios e clinicas (Dos Santos; Figueiredo, 2021).

Em pacientes internados na unidade de terapia intensiva (UTI), a infec¢do hospitalar é
mais comum, pois estes pacientes geralmente apresentam um quadro clinico que os deixa mais
suscetiveis a IH. Isso ocorre devido a supressdo do seu sistema imunolégico e aos
procedimentos invasivos realizados (Dos Santos; Figueiredo, 2021).

As infecgBes hospitalares fungicas podem ter origem enddgena, isto é, 0s
microrganismos sdo provenientes da prépria microbiota, com proliferacdo ou mudanca do sitio
da levedura, induzidas por algum fator predisponente do hospedeiro ou do fungo. A infeccao
também pode ter origem exdgena, na qual os fungos chegam ao paciente a partir de fontes
externas, tais como maos dos profissionais de saude, cateteres, sondas e sistema de climatizacdo
do hospital (Rizzati, 2022).

InfecgOes por leveduras do género Candida, por exemplo, corresponde a cerca de 80%
das infec¢des fungicas documentadas em hospitais terciarios. Além disso, a levedura integra a
microbiota do corpo humano, mais comumente em pele e mucosas bucal, intestinal e vaginal
(Baptista et al., 2020).
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Da mesma forma, observa-se que a criptococose assume carater oportunista em
pacientes vivendo com HIV-AIDS e imunossupressao avancada. A principal forma clinica,
prevalecendo em 70% a 90% dos casos, € a meningoencefalite, responsavel por 625.000 mortes

anuais em pacientes nosocomiais (Rizzati, 2022).

2.5 MICOSES SISTEMICAS E OPORTUNISTAS

As micoses sistémicas possuem inimeros aspectos em comum, como a distribuicéo
geografica, mais comumente encontrada nas Américas (Ferreira et al., 2016). Seus agentes
etioldgicos podem ser encontrados em solo, tronco de arvores em decomposi¢do, em excretas
de animais, tendo como principal forma de infeccéo as vias aéreas superiores, pela inalacdo de
propagulos fungicos. As micoses sistémicas e oportunistas sdo responsaveis por acometer
adultos e criancas, sendo mais prevalentes em pessoas com o sistema imune debilitado, além
de 90% das infec¢cbes serem assintomaticas em individuos imunocompetentes (Alves, 2015;
Souza et al., 2015; Capone et al., 2011; Mendonga et al., 2018; Romitti et al., 2024).

A maioria das infec¢des fungicas sistémicas sdo encontradas principalmente em
adultos com idade superior a 30 anos de idade. No Brasil, as micoses que causam manifestagoes
oportunistas pulmonares de carater cronico sdo: criptococose, candidiase e pneumocistose
(Deus Filho et al., 2010; Silva et al., 2012; Silva et al., 2013; De Oliveira et al., 2024).

2.5.1 Criptococose

A criptococose é uma micose sistémica que tem como o0 agente etioldgico,
Cryptococcus spp. que Sao responsaveis por causar uma micose primariamente pulmonar, e que
possui predilecdo por 6rgaos nobres como o cérebro e o sistema nervoso central e podem causar
também, lesdes cutaneas no paciente acometido (Berres et al., 2016; Kon et al., 2008; Dos
Santos et al., 2021).

O género Cryptococcus é composto de aproximadamente 39 espécies, sendo as duas
mais relevantes que desencadeiam infecges em animais e no ser humano, C. neoformans e C.
gattii (Destro, 2016). E importante ressaltar que a espécie C. laurentii anteriormente era descrita
como saprofita (Alves et al., 2015; Khawcharoenporn, 2007; Cardoso et al., 2020), porém,
atualmente é considerada um patdgeno emergente, e que pode agredir a homeostasia de
individuos infectados por esse microrganismo (Molina-Leyva et al., 2013; Smith et al., 2017).

O contato do hospedeiro com o microrganismo ocorre pela inalacdo de leveduras infecciosas
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presentes em vegetais, solo e excretas de pombos urbanos da espécie Columba livia, entre outras
formas (Menezes et al., 2014, Da Silva et al., 2020).

De acordo com Rajasingham (2017), a criptococose é a micose mais comumente
encontrada em individuos portadores do virus HIV, que pode evoluir a uma meningite fungica
ou meningite criptocécica com indices de morbimortalidade relevante, principalmente em
continentes como a Africa e Asia, e na América do Sul, em paises como o Brasil.

A criptococose é endémica na regido Nordeste do Brasil, e tem sido relatada como
uma das micoses de maior prevaléncia segundo dados do Sistema Unico de Satde (SIHSUS-
DATASUS, 2016). Casos de criptococose no semiarido nordestino carecem de dados
epidemioldgicos que evidenciem de forma concreta a sua prevaléncia de forma que afeta
consideravelmente os dados de morbidade e mortalidade. Outro ponto bastante relevante € o
fato de as micoses sistémicas e casos de meningite criptocococica ndo serem doencas de
notificagdo compulséria, o que agrava consideravelmente todo o contexto da doenca (Silva et
al., 2010; Macédo et al., 2020; Brito et al., 2022).

2.5.2 Candidiase

A candidiase € uma micose oportunista que tem como agente etioldgico, os fungos
do género Candida. Em pessoas com deficiéncia do sistema imunologico e portadores de HIV,
tais microrganismos podem desencadear micoses oportunistas (Costa et al., 2015; Tavare et al.,
2018). Microrganismos do género Candida aumentam o nimero de pacientes nosocomiais €
em UTlIs. Alem disso, o uso indiscriminado de drogas antimicrobianas faz com que cepas desses
microrganismos oportunistas se encontrem em niveis de resisténcia antes nédo vistos (Pappas,
2006; Baptista et al., 2020).

Por outro lado, tais leveduras estdo presentes em manifestacdes clinicas e fatores
de risco relacionados a neutropenia como diabetes mellitus, tuberculose pulmonar, Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), transplantes, uso de quimioterapias ou radioterapias
(Koh et al., 2008; Barnes; Marr, 2007).

Embora seja raro, Candida spp. pode se disseminar geralmente ap6s alguma
neoplasia, doencas imunossupressivas e apés transplantes de érgdos. Logo, quando tais eventos
ocorrem, 0 microrganismo tende a agredir 6rgdos como os pulmdes, rins, bexiga, meninges,
articulacGes e olhos (Pereira, 2015).

A espécie C. albicans é a que mais se destaca, sendo uma das principais causadoras

de doenca flingica invasiva. Porém, recentemente, um ndmero consideravel de infecgdes
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causadas por Candida néo albicans vem sendo relatado (Reginatto et al., 2016; Roberto et al.,
2016; Dos Santos et al., 2024).

2.5.3 Pneumocistose

A pneumocistose vem sendo cada vez mais relatada por pesquisadores, pois se
caracteriza por provocar micose oportunista em pacientes nosocomiais e portadores de HIV. O
agente etioldgico da doenca € o Pneumocystis jirovecii de distribuicdo ubiqua e que afeta
principalmente o homem (Santos et al.,, 2015; Pinto, 2016; Mcdonald, et al., 2024).
Aproximadamente 60% de individuos com AIDS desenvolvem a patologia durante
determinado momento da evolucéo clinica da doenca e mais de 60% apresentam infeccdo por
tal microrganismo logo no inicio da sindrome (Mcdonald, et al., 2024).

Muitos pesquisadores afirmam que o nimero crescente de casos de pneumocistose
esta relacionado com o nimero crescente de doentes sob terapéuticas imunossupressoras para
neoplasias, transplante de 6rgdos, transfusdes e doencas autoimunes. Tais pontos fazem com
que a pneumocistose tenha aumentado o nimero de relatos de casos nesses individuos, até
mesmo em pacientes soronegativos para HIV (Ferreira et al., 2016; Ibrahim et al., 2024).

A espécie P. jirovecii possui tropismo pelo pulmao causando pneumonia intersticial
grave, conhecida por pneumocistose ou pneumonia por Pneumocystis (Grilo et al., 2016; Ladeia
etal., 2020). Muitas pesquisas que relacionam dados epidemiolégicos afirmam que grande parte
dos individuos saudaveis ja foram expostos ao P. jirovecii desde a infancia. Porém, a patologia
pode ocorrer como uma reinfec¢do ou uma infecgéo latente (Esteves et al., 2014).

2.6 FATORES DE VIRULENCIA

Muitos microrganismos expressam mecanismos que possibilitam a colonizacédo e
infeccdo do hospedeiro. Varios patdgenos como Cryptococcus e Candida expressam uma gama
de estratégias especificas para colonizar, se estabelecer, causar a doenca e resistir as defesas de
hospedeiros susceptiveis (Edimio et al., 2020).

Os fatores de viruléncia destes microrganismos aumentam a capacidade de
desenvolvimento de infec¢des localizadas em mucosas ou sistémicas dependendo do estagio e
também da natureza da resposta do hospedeiro. Comumente estes processos infecciosos sao
favorecidos pela ruptura do equilibrio parasita-hospedeiro (Santana et al., 2013; Carobeli et al.,
2019).
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2.6.1 Resisténcia a antifingicos

As principais classes de antifingicos para o tratamento de infec¢des por fungos sdo os
poliénicos (nistatina e anfotericina B), que atuam na membrana celular flngica; azois
(miconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, cetoconazol) que atuam na
enzima associada a biossintese do ergosterol componente da membrana celular fungica e
equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina) que agem na enzima b-1,3-D-
glucano sintase da parede celular fangica (Rodrigues et al., 2014; Maubon et al., 2014;Costa,
Campos, 2020).

Bem como todas as populagbes de microrganismos, as leveduras sdo organismos
adaptaveis a condicGes de estresse. Quando uma pressdo seletiva é imposta, seja a exposicao a
um antiflngico, estas desencadeiam mecanismos de modo a superar o estresse causado. O
desenvolvimento de resisténcia antifingica deriva da selecdo de isolados com alteracoes
geneticas que codificam para a resisténcia (Campos et al., 2029; Da Silva, Sanches, 2022).

A obtencdo de resisténcia antifungica destina-se a neutralizar os efeitos fungicidas ou
fungistaticos das diferentes classes de antifingicos, o que é conseguido atraves da: redugdo da
acumulacdo do farmaco no interior da célula fungica, diminuicdo da afinidade do antifingico a

proteina alvo e alteragdo no metabolismo (Coelho et al., 2020).

2.6.2 Producéo de Exoenzimas

Uma vez invadidos os tecidos do hospedeiro, algumas espécies como Candida spp. e
Cryptococcus spp., por exemplo, ttm a capacidade de produzir, de forma constitutiva e
indutivel, enzimas hidroliticas que destroem ou desorganizam elementos das membranas
celulares do hospedeiro, levando a disfuncdo da membrana e / ou ruptura fisica (D'eca Junior,
2011; Santos et al., 2020).

A producéo da enzima fosfolipase é considerada um fator relevante para o processo de
infecgdo. Essa enzima é encontrada normalmente na superficie da levedura e na extremidade
do tubo germinativo e atua lisando os fosfolipideos em lisofosfolipideos que causam danos a
célula epitelial durante a invasdo tecidual (Silva et al., 2021).

As proteinases desempenham um papel marcante na degradacdo dos componentes da

mucosa como o colageno e a queratina, assim como de componentes do sistema imunoldgico
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como anticorpos e citocinas, favorecendo a invasdao dos tecidos do hospedeiro (Gutierrez-
Gongora et al., 2022; Gupta et al., 2023).

2.6.3 Formacéo de Biofilme

Destacam-se como fator de viruléncia a sua capacidade de adesdo a varios sitios,
adaptacdo, versatilidade e a formagdo de comunidades microbianas aderidas a diversas
superficies, conhecidas como biofilmes (Xin et al., 2023). O biofilme é uma comunidade
microbiana, caracterizada por células que estdo aderidas em uma interface ou substrato e,
envoltas de uma matriz extracelular de substancias poliméricas produzidas pelas préprias
celulas que exibem um fendtipo alterado relacionado a transcricdo de genes e a taxa de
crescimento (Cerqueira et al., 2024).

Os biofilmes fungicos constituem uma causa prevalente de infec¢des crénicas. Estdo
inteiramente associadas a utilizacdo de dispositivos médicos de longo periodo de uso, tais como
préteses (ortopédicas, cardiacas, vasculares) e cateteres (vasculares e urinarios) (Da Rocha et
al., 2021). Estes dispositivos além da superficie porosa dos polimeros oferecem a combinacgéo
de um meio liquido altamente nutriente com a presenca em potencial de microrganismos. Essas
infeccOes sdo caracterizadas pela cronicidade em virtude da sua resisténcia ao tratamento
antimicrobiano, tornando mais dificil o diagndstico microbiolégico (Brilhante et al., 2020).

Um forte exemplo sdo os biofilmes de Candida spp. ao qual sdo formados por
comunidades de células na forma de leveduras unicelulares e filamentosas, envoltas por uma
matriz extracelular que protegem as células do ambiente externo, tornando-as mais resistentes
a acdo de substancias antimicrobianas. A vantagem das células estarem presentes em biofilmes
sd0 que 0s mesmos podem proporcionar a essas células mecanismos que podem contribuir para
a disponibilidade de nutrientes, adesdo celular, cooperacdo metabdlica e aquisi¢cdo de novas
caracteristicas genéticas inclusive de genes de resisténcia a antimicrobianos (Krummenauer et
al., 2019; Tetz et al., 2019).

2.7 ANALISE SITUACIONAL DO MUNICIPIO DE SAO LUIS

2.7.1 Aspectos historicos

O municipio de Séo Luis do Maranhao, situada no litoral maranhense, traz influéncia

dos nativos, portugueses, franceses e africanos. Com uma diversidade intrinseca de seus
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costumes, seja em ritmos e sabores, a cidade possui reflexos da mistura cultural dos povos
formadores de sua identidade (SAO LUIS, 2022).

Fundada em 8 de setembro de 1612, pelos franceses Daniel de La Touche e Frangois
de Rasilly, foi posteriormente invadida por holandeses e, em seguida, colonizada por
portugueses. Hoje, o centro da cidade é considerado Patriménio Cultural Mundial, reconhecido
pela Organizacao das Nagdes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e a Cultura (UNESCO) em 1997
(SAO LUIS, 2022).

No que diz respeito a historia de sua formacdo administrativa, Sdo Luis passou por
algumas mudancas ao longo do tempo. Considerando a Resolugdo n°018/2020 emitida pelo
Conselho Municipal de Saude, foi homologada a criacdo de mais 2 distritos: Sdo Francisco e
Cidade Operaria. Com isso, atualmente, o municipio esta dividido em 9 distritos sanitarios,
sendo eles: Itaqui-Bacanga, Vila Esperanca, Coroadinho, Centro, Cidade Operaria, Tirirical,

Bequimao, Cohab, Séo Francisco (Figura 1).

Figura 1: Distritos sanitarios de S&o Luis (RESOLUGCAO CMS N° 18/2020).
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Fonte: SEMUS/ SVES. app.powerbi.com, 2021.

2.7.2 Aspectos geograficos e demograficos

O municipio de So Luis/MA esta localizado na ilha de Upaon-Acu no Atlantico Sul,
entre as baias de Sdo Marcos e Sdo José de Ribamar, no Golfdo Maranhense, com area territorial
de 583,063 km? (IBGE, 2022). E o principal municipio da Regido Metropolitana Grande S&o
Luis e possui 1.108.975 habitantes (Estimativa do IBGE, 2020) com densidade demogréfica de
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1.215,69 hab./km2. Tem como municipios limitrofes Paco do Lumiar, Sdo José de Ribamar e
Raposa (IBGE, 2022).

Estima-se que, em 2022, tenha havido um aumento populacional de 9,27% em relacéo
ao ano de 2010, mantendo S&o Luis como o0 municipio mais populoso do Maranhdo e o quarto
maior contingente populacional da Regido Nordeste do Brasil. Os ludovicenses representam
67,9% do total de residentes na sua Regido Metropolitana (1.037.775 hab.) e 15,58% da
populacéo do Estado do Maranhéo, cujo contingente populacional esta estimado para 2023 em
7.144.598 habitantes (IBGE, 2022).

Vale ressaltar que, em funcdo da pandemia do novo coronavirus, o censo demogréafico
previsto para 2020 foi adiado para o segundo semestre de 2021. Dessa forma, grande parte dos
dados demonstrados a seguir tera como base o censo de 2010 (SAO LUIS, 2022).

Figura 2: Mapa do municipio de Sdo Luis/MA, 2018.
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O crescimento desordenado das cidades, juntamente com a falta de controle ambiental
efetivo urbano e até rural, tem trazido ao longo dos anos, muitos desafios nas relagdes homem
e meio ambiente. Muitos transtornos surgem a partir do crescimento quantitativo exponencial
de aves sinantropicas em ambientes urbanizados, é, por exemplo, 0 caso dos pombos. Em
grandes centros, esses animais habituam-se muito facilmente a esses ambientes, ainda que em
estruturas arquitetdnicas mais ingremes, pois essas estruturas inclusive lembram locais de seu
habitat natural (De Souza; Bochner, 2022).

A proliferacdo dos pombos é ainda mais potencializada por ndo possuir competicdo

intraespecifica, nem um quantitativo relevante de predadores naturais, como aves de
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rapina. Quanto maior € o numero de pombos no meio ambiente, maior é a competicdo por
alimentos com as aves nativas, ocasionando assim impacto ambiental pela diminuicdo dessas
aves que também sdo importantes para o ecossistema (De Faria, 2010; De Melo et al., 2024).

A presenca de pombos, cujo nome cientifico € Columba livia, tem seu marco inicial no
Brasil por volta do século XVI com a chegada da familia portuguesa. J& a domesticacdo de
Columbas tem registros a partir de 4.500 a C. Entretanto, existem relatos de que no Oriente
Médio, Egito Antigo e Civilizacdo Grega, entre 3.000 a 1100 a C. essas aves eram usadas para
0 envio de mensagens e possuiam grande significado religioso, estético e social para a
humanidade (Feare, 1986; Neto; Nunes, 1998).

Figura 3: Columba livia (Pombo).
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Fonte: Préprio autor (2024).

Columba livia é comumente descrita como décil e de facil adaptacdo nos grandes
centros. As areas urbanas sdo muito propicias para adaptacdo dos pombos, pois possuem
estruturas arquiteténicas como fendas, telhados, arcos, locais altos e seguros para adaptacéo de
seus ninhos e abrigo das intempéries ambientais (Rodrigues; Moraes; De Mesquita, 2022).

Os pombos tém ainda a seu favor nesses locais, alimentacéo facilmente disponivel, pois
tem comportamento de pedintes, e a prdpria populacdo que, de modo geral, ndo os enxergam
como nocivos a saude, fornecem facilmente alimentos como grdos, pipocas e farelos de péo,
além disso, eles também consomem rejeitos organicos presentes no lixo. Com isso, conseguem
coabitar tranquilamente nas cidades, tendo seu tempo médio de vida variando entre 3 a 5 anos,
ja em regides silvestres, podem viver até 15 anos (Da Silva Gomes et al., 2020; Dias, 2015;
Feare, 1986).

As excretas dos Columbas representam uma problemaética relevante, pois podem causar
acidentes ao serem pisadas e a sujidade que esses animais proporcionam ao depositar

esses dejetos em bancos, telhados, arvores, estatuas, e demais estruturas causam corrosao
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e aceleracdo do processo de envelhecimento dos bens publicos, pois nas fezes existem
substancias oxidativas e corrosivas (Sarmento et al., 2021).

As penas soltas, cascas de ovos e palhas dos ninhos causam entupimento de drenagens
hidraulicas. Por fim, destaca-se também um perigo iminente a salde populacional, pois
desses excrementos podem ser comumente isolados patdgenos como enterobactérias e
fungos de interesse clinico, como é o caso de Cryptococcus spp. causador da criptococose
que acarreta danos irreversiveis a saude de homens e alguns animais (Silva, 2018; Fonseca
2018; Neto; Nunes, 1998).

3. RESULTADOS

Tabela 1. Distribuicdo da frequéncia e percentual do perfil sociodemogréfico dos pacientes

com infeccdes fangicas atendidos em um centro de referéncia em Séo Luis, Maranhéo.

VARIAVEIS N % p-VALOR
Sexo
Feminino 9 64,29 0,195
Masculino 5 35,71
Faixa etaria
21 a 30 anos (Adulto jovem) 2 14,29
31 a 59 anos (Adulto de meia idade) 7 50,00
60 anos a mais (1doso) 5 35,71 0,147
Estado civil
Solteiro 10 71,43 0,347
Casado 4 28,57

Escolaridade

Ensino médio completo 13 92,86 0,557

Ensino médio incompleto 1 7,14
Municipio de residéncia

Sé&o Luis 6 42,86
Humberto de Campos 1 7,14
Rosério 1 7,14

Vargem Grande 1 7,14 0,914
Caxias 1 7,14
AXixa 1 7,14
Pinheiro 1 7,14
Santa Helena 1 7,14
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Barra do Corda
Zona
Zona urbana
Zona rural
Ocupacao
Aposentado
Dona de casa
Costureira
Estudante
Auxiliar de obras
Desempregado
Mecanico

~

e s

7,14

50,00
50,00

35,71
28,57
7,14
7,14
7,14
7,14
7,14

0,483

0,010

Tabela 2. Distribuicdo da frequéncia e percentual do perfil clinico dos pacientes com infec¢Bes

fungicas atendidos em um centro de referéncia em S&o Luis, Maranhao.

VARIAVEIS N % p-VALOR
Comorbidades
HIV
Soronegativo 11 78,57 0,907
Soropositivo 3 21,43
Diabetes
Né&o portador 11 78,57 0.356
Portador 3 21,43
Tuberculose
Né&o portador 9 64,29 0,604
Portador 5 35,71
Exames
Cultura para fungos
Realizado 14 100,00 0,356
Baciloscopia
Realizado 14 100,00 0,356
Exames de imagem
Realizado 14 100,00 0,356
Fungos
Candida albicans 5 50,00
Candida africana 1 7,14
Candida tropicalis 3 21,43
Cryptococcus gattii 1 7,14
Candida parapsilosis 1 7,14
Candida guilliermondii 1 7,14
Antifuingicos
Anfotericina B
Nao utilizaram 11 78,57 0576
Utilizaram 3 21,43

Fluconazol
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Nao utilizaram 5 35,71 0,169
Utilizaram 9 64,29
Itraconazol
Naéo utilizaram 11 78,57 0,113
Utilizaram 3 21,43
Nistatina
Nao utilizaram 11 78,57 0113
Utilizaram 3 21,43
Cetaconazol
Nao utilizaram 13 92,86 0,557
Utilizaram 1 7,14
Indice de Massa Corpérea
Peso normal 5 35,71
Sobrepeso 4 28,57 0,816
Obesidade grau | 4 28,57
Obesidade grau Il 1 7,14
Evolucdo
Qura 12 85,71 0,801
Obito 2 14,29
Efeitos adversos
Nefrotoxicidade 1 7,14

A Tabela 1 e 2 apresentam dados sociodemograficos e clinicos de pacientes com
infeccdes fungicas atendidos em um centro de referéncia em Sdo Luis, Maranhdo. Observa-se
que, em relacdo ao sexo, a maioria dos pacientes é do sexo feminino (64,29%), enquanto 0s
homens representam 35,71% (p=0,195). No quesito faixa etaria, destaca-se a predominancia de
adultos de meia idade (31 a 59 anos) com 50%, seguido de idosos (60 anos ou mais) com
35,71% e jovens adultos (21 a 30 anos) com 14,29% (p=0,147). Em termos de estado civil,
71,43% dos pacientes sdo solteiros, e 28,57% sédo casados (p=0,347). A escolaridade aponta
que 92,86% possuem ensino médio completo, e 7,14% ensino médio incompleto (p=0,557).

A ocupacdo mais comum entre 0s pacientes € a aposentadoria (35,71%), seguida por
donas de casa (28,57%), com um p-valor significativo (p=0,010), sugerindo uma possivel
correlagdo entre aposentados e maior suscetibilidade a infec¢bes fungicas. Com relagdo as
comorbidades, 21,43% dos pacientes sdo soropositivos para HIV, 21,43% possuem diabetes, e
35,71% tém tuberculose. Os principais antifangicos utilizados foram o Fluconazol,
administrado em 64,29% dos casos, enquanto 78,57% dos pacientes ndo utilizaram
Anfotericina B. Em relagio ao indice de Massa Corpdrea (IMC), 35,71% dos pacientes

apresentavam peso normal, enquanto o restante estava entre sobrepeso e obesidade. A evolugdo
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clinica foi positiva para a maioria, com taxa de cura de 85,71%, e apenas 14,29% dos casos

resultaram em Obito.

Grafico 1. Distribuicdo da frequéncia e percentual dos fungos isolados dos pacientes com

infeccBes fangicas atendidos em um centro de referéncia em S&o Luis, Maranhdo.
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O Gréfico 1 representa a distribuicdo dos diferentes fungos isolados dos pacientes
atendidos em um centro de referéncia em Sdo Luis, Maranhdo. Observa-se que Candida
albicans é o fungo mais prevalente, correspondendo a 50% dos casos. Outros fungos
identificados incluem Candida tropicalis (21,43%), seguida por Candida africana,
Cryptococcus gattii, Candida parapsilosis e Candida guilliermondii, cada um representando
7,14% dos casos. Esses dados indicam uma alta frequéncia de infecgdes por Candida, com
destaque para a Candida albicans, espécie frequentemente associada a infeccdes fungicas
sistémicas e mucocutaneas em pacientes imunocomprometidos (SANTQOS, 2020).

A presenga de Cryptococcus gattii, geralmente relacionada a infec¢des respiratdrias e
meningite, € um ponto de interesse, especialmente considerando as caracteristicas clinicas
desses pacientes e possiveis fatores ambientais associados (SILVA et al., 2019). A diversidade
dos fungos encontrados sugere uma ampla gama de fontes e possibilidades de infeccéo, o que

reforca a necessidade de diagndsticos precisos para um tratamento adequado.
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4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos refletem uma série de padrbes importantes para a compreensao do
perfil de pacientes com infeccBes fungicas no Brasil, especificamente no Maranhdo. A
predominancia de mulheres entre os infectados pode estar associada a fatores sociais e
bioldgicos que requerem maior investigacdo (SANTOS, 2020). A faixa etaria majoritaria entre
adultos de meia idade e idosos é um indicativo relevante, possivelmente relacionado ao declinio
do sistema imunoldgico e maior exposicdo a ambientes favoraveis ao desenvolvimento de
infecgdes fungicas (SILVA et al., 2018).

A elevada porcentagem de pacientes com ensino médio completo indica uma possivel
correlacdo entre o nivel educacional e 0 acesso a servicos de salde, que deve ser aprofundada
em estudos futuros (PEREIRA; OLIVEIRA, 2021). Além disso, a predominancia de
aposentados como grupo ocupacional relevante sugere que a inatividade ou o envelhecimento
podem ser fatores de risco para infeccdes oportunistas. As comorbidades, como HIV e
tuberculose, frequentemente coexistem com infec¢bes flngicas, reforcando a importéncia de
protocolos de tratamento que contemplem essas interacdes e garantam um atendimento integral
(CARVALHO; SOUZA, 2019).

O uso predominante de Fluconazol como antiflngico revela uma tendéncia no manejo
das infecgdes fungicas, possivelmente devido ao seu custo-beneficio e menor incidéncia de
efeitos adversos comparado a outros antifangicos como a Anfotericina B (ALMEIDA, 2017).
O indice de massa corpérea elevado em parte dos pacientes sinaliza um alerta para a correlacéo
entre sobrepeso/obesidade e imunossupressao, que pode aumentar a susceptibilidade a
infeccdes (RODRIGUES et al., 2022).

A alta prevaléncia de Candida albicans nos pacientes analisados esta de acordo com
estudos que identificam esta espécie como uma das principais responsaveis por infeccGes
fungicas oportunistas (OLIVEIRA; MENEZES, 2021). A Candida albicans é conhecida por
sua capacidade de aderir e formar biofilmes, o que contribui para sua patogenicidade e
resisténcia a tratamentos convencionais, especialmente em pacientes imunocomprometidos,
como aqueles com HIV e diabetes (COSTA et al., 2018).

A presenca de Cryptococcus gattii em 7,14% dos casos é relevante, pois sugere que essa
infeccdo ndo se restringe a regides especificas, como areas tropicais e subtropicais, onde o fungo
é mais comum, mas também pode acometer pacientes em outras localidades (MARTINS et al.,
2020). Esse achado pode estar associado a fatores ambientais, como o contato com arvores
contaminadas, ou a fatores individuais, como a imunossupressdo (PEREIRA; ALMEIDA,
2019).
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Além disso, a presenca de outras espécies de Candida (como Candida tropicalis e
Candida parapsilosis) aponta para a necessidade de monitoramento continuo e de abordagens
terapéuticas adaptadas. Cada uma dessas espécies possui caracteristicas especificas de
resisténcia e viruléncia, o que implica em estratégias de tratamento diferenciadas para evitar
complicacdes e recidivas (SOUZA et al., 2017). Estudos apontam que a Candida tropicalis, por
exemplo, pode apresentar resisténcia a antifangicos como o fluconazol, exigindo alternativas
terapéuticas (RODRIGUES et al., 2019).

Assim, os dados indicam a importancia de uma vigilancia microbioldgica eficaz e de
uma abordagem personalizada no tratamento de infec¢des fungicas, principalmente em regifes

com variabilidade climatica e em populagfes vulneraveis.
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Fatores de viruléncia de isolados fungicos de ambiente hospitalar no Estado
do Maranhéo

RESUMO

As micoses sdo doencas negligenciadas e representam um importante problema de salde
publica, apresentando uma alta morbimortalidade, embora a maioria delas ndo seja de
notificacdo compulséria no Brasil. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os fatores
de viruléncia de isolados fungicos em um hospital de referéncia no Estado do Maranh&do. O
estudo foi realizado com amostras biologicas de pacientes internados em Unidades Hospitalares
de S&o Luis-MA, no periodo de Janeiro de 2020 a Janeiro de 2024. As amostras foram coletadas
para identificacdo das espécies fungicas pelo MALDI-TOF. Em seguida, foram realizados os
testes de viruléncia. Dos isolados testados, todas as cepas apresentaram formacéo do halo,
indicando uma maior producdo significativa (p< 0,05) da fosfolipase. Observou-se que as
amostras apresentaram a capacidade de produzir as exoenzimas proteinase, no qual destaca-se
que todas as amostras apresentaram a Zona de Precipitacdo (PZ) < 0,70 sendo consideradas, de
acordo com sua intensidade, como muito forte produtoras de proteinase e catalase positiva.
Logo, este trabalho foi concebido com o propdsito de adquirir entendimento acerca da
patogenicidade dos fungos responsaveis pelas micoses invasivas e seu significado primordial
para a salde publica, visto que tais agentes sdo os instigadores de infec¢Bes fngicas graves que
lamentavelmente conduzem um ndmero substancial de pacientes ao 6bito, em virtude da
auséncia de notificacdo compulsoria no Brasil.

Palavras-chave: Biodiversidade, Fungos, Negligéncia, Viruléncia.

ABSTRACT

Mycoses are neglected diseases and represent an important public health problem, presenting
high morbidity and mortality, although most of them are not mandatory notification in Brazil.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the virulence factors of fungal isolates in
a reference hospital in the State of Maranhdo. The study was carried out with biological samples
from patients admitted to Hospital Units in Sdo Luis-MA, from January 2020 to January 2024.
The samples were collected to identify the fungal species using MALDI-TOF. Then, virulence
tests were carried out. Of the isolates tested, all strains showed halo formation, indicating a
significant (p< 0.05) greater production of phospholipase. It was observed that the samples
presented the ability to produce proteinase exoenzymes, in which it is highlighted that all
samples presented a Precipitation Zone (PZ) < 0.70 and were considered, according to their
intensity, as very strong producers of proteinase and catalase positive. Therefore, this work was
conceived with the purpose of acquiring understanding about the pathogenicity of the fungi
responsible for invasive mycoses and their primary significance for public health, since such
agents are the instigators of serious fungal infections that unfortunately lead a substantial
number of patients to death, due to the lack of compulsory notification in Brazil.

Keywords: Biodiversity, Fungi, Neglect, Virulence.
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1 INTRODUCAO

Os fungos tém sido foco de estudos por cientistas e pesquisadores devido ao seu
potencial perigo a salde humana e animal. Desta forma, através de tais pesquisas, foi possivel
avaliar e estudar a diversidade e complexidade de multiplas espécies de fungos buscando
sempre avaliar a patogenicidade de varios grupos desses microrganismos. A maioria dos fungos
é cosmopolita e podem ser encontrados em praticamente todos os lugares da natureza entre eles:
solo, seres humanos, vegetais, materiais em decomposicao e em animais domésticos (Favalessa
et al, 2010; Cavalcante, Campos, De Lima, 2024).

A forma principal de propagacdo dos fungos € através do ar, desta forma, esses
microrganismos possuem uma capacidade de propagacéo elevada com uma taxa de colonizacéo
que pode variar de acordo com determinadas superficies e habitats (Calumby et al, 2022). As
micoses sistémicas sao infec¢bes contraidas atraves da inalacdo de propagulos de fungos que
podem acabar lesionando, por exemplo, o tecido pulmonar (Cavalcante, Campos, De Lima,
2024).

Atualmente, muitas interna¢fes sdo recorrentes em hospitais e em postos de salde,
devido a elevada incidéncia de casos de micoses sistémicas e oportunistas no Brasil. Duas

importantes micoses endémicas no pais sdo a criptococose e a candidiase (Barbosa et al 2014).
As internacdes decorrentes de micoses representam um o6nus significativo para o
Sistema Unico de Salde, acarretando custos substanciais que reverberam negativamente na
economia. A necessidade de tratamentos prolongados, muitas vezes envolvendo terapias
complexas e medicamentos de alto custo, imp&e uma pressao financeira consideravel sobre os
recursos publicos destinados a saude (Silva, 2013; Shikanai-Yasuda, 2018).

Além disso, 0 impacto negativo se estende para além dos gastos diretos com assisténcia
médica, abrangendo também os custos indiretos associados a perda de produtividade, tanto dos
pacientes afetados quanto de seus familiares que precisam se ausentar do trabalho para prestar
cuidados. Essa conjuncdo de fatores ressalta a importancia de estratégias eficazes de prevencao
e controle das micoses, visando mitigar seu impacto tanto na saude publica quanto na
estabilidade econdmica do pais (Russo et al, 2018; Freire, 2021).

Com isso, considerando que as infec¢bes fungicas sdo doencas negligenciadas, mas de
importancia para a satde publica, e que estes microrganismos possuem grande biodiversidade
e estdo presentes em inimeros ambientes, ressalta-se a necessidade do estudo sobre os fatores

de viruléncia a fim de aumentar o conhecimento cientifico tanto no &mbito académico quanto
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entre os profissionais de saude, o que trara beneficios a populacéo, influenciando a tomada de
decisdes em nivel municipal, estadual, federal. Logo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
fatores de viruléncia dos isolados de pacientes nosocomiais atendidos em um Hospital de

Referéncia do Estado do Maranhao.

2 METODOLOGIA

2.1 COMITE DE ETICA, TIPO, LOCAL E POPULACAO DE ESTUDO

Em cumprimento aos requisitos exigidos pela Resolugdo 466/12 e suas
complementares do Conselho Nacional de Salude para pesquisas envolvendo seres humanos, o
Projeto de Pesquisa foi submetido & aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
(NUmero do Parecer 2.927.864), com adicdo do modelo de questionario e o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Foi feito um estudo transversal, com amostragem aleato6ria simples e abordagem
quantitativa e qualitativa, no periodo de Janeiro de 2020 a Janeiro de 2024, em hospitais em
Sao Luis-MA na éarea para doencas infecto-contagiosas, como tuberculose, HIV e doencas
tropicais (nestas incluidas as micoses) do Estado do Maranhao.

Como critérios de inclusdo: participaram da pesquisa todos os pacientes com
suspeita e/ ou confirmacdo de infecgbes flngicas invasivas que assinaram o termo de
consentimento livre esclarecido. Como critérios de exclusao: foram excluidos os pacientes que
ndo apresentarem diagndstico confirmado para infecgfes fungicas invasivas ou que se
recusarem a participar da pesquisa.

Para o célculo do tamanho amostral do nimero de pacientes que foram incluidos
no estudo, foi utilizado o programa estatistico PASS 15 (2017) com o0s seguintes parametros:
tamanho da populacdo atendida no hospital, prevaléncia de infec¢Bes flngicas invasivas, nivel

de significincia (o) de 5%, erro toleravel (erro padrao) de 4%, mais 5% de possiveis perdas.

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS E DOS DADOS CLINICOS

Cada paciente selecionado previamente foi convidado a participar da pesquisa por
meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As amostras
bioldgicas (soro, escarro, lavado brénguico, secrecdo traqueal, sangue total, soro, urina, liquor

e biopsia) foram coletadas por profissionais experientes e encaminhadas a um Laboratorio de
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Analises Clinicas (Sdo Luis-MA) para identificacdo da espécie fungica. Os dados clinicos
foram obtidos a partir dos prontuérios dos pacientes que participaram do estudo.

Os fungos foram identificados por meio da técnica automatizada MALDI-TOF e
encaminhados ao Laboratorio de Microbiologia Ambiental da Universidade CEUMA, onde
foram mantidos em meio Agar Sabouraud e incubados a 28 e a 37°C. Em seguida, foram
mantidos em meio BHI + glicerol (10%) na Colecdo de culturas do Laboratério, sob
congelamento em -20°C e sob refrigeracdo para subsequentes testes de viruléncia e de

susceptibilidade aos antifungicos de uso clinico.

2.3 AVALIAQAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Os fatores de viruléncia dos isolados fungicos foram avaliados por meio da
determinacdo das atividades enzimaticas da proteinase, fosfolipase e catalase.

Para analise de producédo de proteinases, usou-se o0 método de AOKI et al. (1990)
com modificacdes de D'ECA et al (2011). Na determinacdo da proteinase o teste foi feito em
placas com 140 mL do meio de cultura 4gar Sabouraud dextrose contendo 60 mL de solucéo
composta por 0,04g de MgSOa47 H20; 0,5 g de K:HPO4; 1g de NaCl; 0,2g de extrato de levedura;
4g de glicose e 0,5g de BSA, pH ajustado para 4,0 e esterilizada por filtragdo. As placas foram
inoculadas com 3uL de salina 0,85 % contendo células de leveduras, comparada a escala de
McFarland 0.5 (1 x 106 células/mL), e incubadas a 37°C por 7 dias. A atividade de proteinases
foi medida e calculada de acordo com o0 método descrito em termos da proporc¢édo de diametro
da col6nia e a colonia mais a zona de precipitagdo (Pz) das proteinases. Os testes foram feitos
em duplicata e foi calculada a média do valor de Pz, agrupando-os em 5 grupos: Pz=1, negativo;
Pz entre 0.9 e 0.99, fraco; Pz entre 0.80 e 0.89. moderado; Pz entre 0.70 e 0.79, forte; PZ < 0.70
muito forte.

Para a determinacgdo da atividade fosfolipidica, foi preparado um meio de cultura
que consiste em 180 mL de agar Sabouraud dextrose acrescido de 11,409 de cloreto de sédio;
0,11g de cloreto de célcio; 4 % de glicose e 20 mL de gema de ovo. O meio foi inoculado com
3 uL de inbculo fungico preparado em salina 0,85%, comparado com a escala de McFarland
0.5 (1 a5 x 106 células/mL). As placas de Petri foram incubadas a 37°C e o diametro das
colbnias e da area de precipitacdo mais a col6nia foram medidos 96 horas ap6s a inoculacéo.
Os experimentos foram feitos em duplicata. As medidas e calculos da zona de precipitacdo (Pz)
da fosfolipase foram feitos de acordo com o descrito por Price et al. (1982), a partir da média

dos valores obtidos na duplicata, os coeficientes encontrados foram classificados em 5 grupos:
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Pz=1, negativo; Pz entre 0.9 e 0.99, fraco; Pz entre 0.80 e 0.89. moderado; Pz entre 0.70 e 0.79,
forte; PZ<0.70, muito forte (PRICE et al, 1982).
A atividade da catalase foi constatada em meio Sabouraud com adi¢édo de solucéo

de peroxido de hidrogénio a 3% sobre a cultura fungica, segundo metodologia modificada de
Shin & Kim (1998).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A proteinase é uma enzima que desintegra as proteinas vitais. As proteinases sao
divididas em quatro tipos: serina proteinase, aspartil proteinase, cisteina proteinase e
metaloproteinase. Candida secreta aspartil proteinases secretoras (SAP), que é uma das
moléculas multifuncionais envolvidas na patogénese da Candida, a producdo dessa molécula
por fungos aumenta a colonizacao e penetracdo do mesmo no tecido do hospedeiro (Goncalves
et al, 2016).
Os genes SAP que variam de SAP1-SAP10 foram identificados em C.
albicans. A SAP é um dos principais marcadores para determinar os diferentes tipos de

candidiase (Goncalves et al, 2016).

Para observar a presenca da exoenzima com capacidade de degradar proteinas realizou-se o
teste de proteinase como mostra a Figura 1.

Figura 1. Producdo de proteinase dos isolados flngicos
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forte: Pz <0.70. *** p<0,05. Fonte: Elaboradas pelos préprios autores.
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De acordo com a Figura 1, observou-se que todos os isolados fangicos foram
positivos para a producao da exoenzima. Destaca-se que todas as amostras apresentaram a Zona
de Precipitacdo (PZ) < 0,70 sendo consideradas de acordo com sua intensidade muito forte
produtoras de proteinase.

As fosfolipases fazem parte de um grupo de hidrolises que quebram os fosfolipideos
em &cidos graxos e outras substancias lipofilicas. A producao de fosfolipase é vista como um
dos principais critérios para identificar cepas invasivas, virulentas e ndo virulentas de Candida
(Motenegro, 2018).

Segundo Junior e De Andrade Monteiro (2012), as atividades de fosfolipase séo
consideradas como um papel importante na patogénese de fungos oportunistas. A presenca de
fosfolipase em amostras de C. albicans e outras espécies de fungos invasivos estéo relacionados

a viruléncia das espécies.

De acordo com o trabalho de Campos e Baroni (2010) a maioria das cepas apresentaram
atividade muito forte para producédo de fosfolipase (75%). No estudo de Costa et al. (2010), a
maioria dos isolados apresentaram atividade enzimatica para producao de fosfolipase, o que
corrobora os resultados obtidos no presente estudo. Da mesma forma, no estudo de Hartmann
et al (2016), através da determinacdo da atividade fosfolipidica dos 24 isolados fungicos foi
possivel observar que 37,5% das cepas dispunham de atividade positiva para exoenzimas.

A atividade enzimatica dos isolados fungicos possibilita confirmar o aumento da
patogenicidade dos microrganismos, pois a presenca de tais fatores de viruléncia auxilia 0s
mesmos na penetracdo e colonizacdo de tecidos mais profundos causando quadros mais
abrasivos para 0 hospedeiro, tendo em vista, que as micoses invasivas sdo negligenciadas e
acabam levando o individuo portador a ébito. Logo, um maior potencial de viruléncia
manifestado associado, por exemplo, a possiveis quadros de imunossupressdo, eleva o nimero
de quadros da doenca (Andreola et al 2016).

A avaliagdo da producdo de exoenzimas como a fosfolipase para isolados fungicos é
relevante para a verificacdo do potencial de viruléncia dos fungos, tendo em vista que conferem
ao microrganismo mecanismos que facilitam sua penetragéo em tecidos mais profundos (Junior,
De Andrade Monteiro, 2012), causando micoses invasivas. Os resultados sao apresentados na
Figura 2.
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Figura 2. Producéo de fosfolipase dos isolados flngicos
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Ca: Candida albicans; Ct: Candida tropicalis; Caf: Candida africana; Cp: Candida parapsilosis; Cgu: Candida
guilliermondii; Cg: Cryptococcus gattii; * P <0,05. Fonte: Elaboradas pelos proprios autores.
O resultado positivo para o teste de fosfolipase é confirmado através da formacéo de um
halo opaco ao redor da col6nia. Dos isolados testados, todas as cepas apresentaram formacéao
do halo, indicando uma maior producédo significativa (p< 0,05) da enzima, como ressalta a

Figura 3.

Figura 3. Placa de Petri com formacédo do Halo

Fonte: Elaboradas pelos proprios autores.

E interessante destacar que isolados como CA e GBC foram as cepas que apresentaram
maior halo (PZ) e isso explana um potencial significativo para o fungo, pois a presenca da
fosfolipase funciona como um mecanismo auxiliador na colonizacéo e infeccdo de tecidos mais
profundos. Porém, em contrapartida, houve isolados que a presenca da enzima foi tida como
moderada como nas amostras GCM e MSMM e outros apresentaram a exoenzima, porém com

PZ inferiores, como no isolado CASA.
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A classificacdo da intensidade da producdo das enzimas fosfolipase encontra-se na

figura 4.

Figura 4. Intensidade da Producdo de fosfolipase (Pz) dos isolados flngicos.
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Na figura 5, observa-se a comparacgdo da média da Zona de Precipitacdo entre as diferentes

especies fangicas.

Figura 5. Zona de Precipitacdo (PZ) das diferentes espécies fungicas.
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Observa-se na Figura 5, a comparacdo da Zona de Precipitacdo das diferentes
espécies fungicas, em que os isolados de C.tropicalis apresentaram PZ mais elevada se
comparada as outras espécies desse mesmo género. Ja em relagdo ao género Cryptococcus spp,
observou-se que a espécie C.gatii foi a que apresentou a maior PZ em detrimento das demais
especies de fungos leveduriformes. Houve diferenca significativa (p=0,0131) entre a PZ média
de C. albicans e a PZ média de C. gattii.

Isolados de C. neoformans e de Candida spp. possuem Varios constituintes imunes
inatos, incluindo a fosfolipase e catalase com o papel de colonizacao de tecidos como o cérebro
e pulmdes (YANG et al, 2017).

Conforme Souza (2022), a maioria das cepas positivas para producao de fosfolipase foi
de amostras provenientes de secrecdo urinaria e traqueal, apesar de ndo ser notada
proporcionalidade no arranjo distribucional das espécies de Candida entre 0s materiais
clinicos, visto que a maior atividade da fosfolipase foi definida nos isolados do trato
respiratorio.

A avaliagdo da producdo de catalase pelos microrganismos foi confirmada pela
conversao de peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio por todos os isolados, favorecendo o
potencial de viruléncia dos mesmos e auxiliando na penetracdo de tecidos mais profundos
(Osorio et al 2021).

De acordo com Rodrigues et al (2008), a presenca de catalase positiva permite com que
0 microrganismo invada tecidos mais profundos. Além disso, a catalase € uma metaloenzima
antioxidante que converte o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular, tal
exoenzima auxilia o fungo na driblagem imunoldgica contra o estresse oxidativo imposto pelo
sistema imune do hospedeiro (Pinto, 2021).

As internagdes decorrentes de micoses representam uma fonte significativa de despesas
para o Sistema Unico de Satde, gerando um impacto financeiro substancial que reverbera por
toda a economia. Os altos custos associados ao tratamento hospitalar, incluindo medicamentos
especificos, procedimentos cirargicos e acompanhamento médico especializado,
sobrecarregam os recursos financeiros ja limitados destinados a satde publica. Alem disso,
essas internacdes acarretam uma perda adicional em termos de produtividade econémica, uma
vez que tanto os pacientes quanto seus familiares muitas vezes precisam se afastar do trabalho

para lidar com a situacéo de saude (Russo, 2019; Freire, 2021).
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4 CONCLUSAO

Mediante esta pesquisa, ressalta-se uma preocupacéo diante da analise das micoses
invasivas/oportunistas, tais quais a candidiase e criptococose, especialmente quando se
entrelaca as infeccGes fungicas & manifestacdo das exoenzimas que nelas se perfazem,
notadamente a proteinase, fosfolipase e catalase.

Essas enzimas desempenham um papel crucial na patogenicidade desses fungos,
aumentando sua capacidade de invasdo e colonizacdo de tecidos dos hospedeiros,
especialmente em pacientes imunocomprometidos. Esses achados séo ainda mais alarmantes
quando se considera as altas taxas de infec¢Ges hospitalares, onde 0s pacientes estdo
frequentemente expostos a ambientes propicios a disseminacdo desses agentes patogénicos.

A compreensdo da importancia dessas exoenzimas na viruléncia dos fungos
invasivos é essencial para o desenvolvimento de estratégias de prevencdo, diagndstico e
tratamento. Intervencdes direcionadas para a descoberta de cepas positivas para tais atividades
enzimaticas podem oferecer novas perspectivas no controle dessas infec¢Bes e na melhoria dos
resultados clinicos para os pacientes afetados.

Além disso, a conscientizacdo sobre os riscos associados as infec¢des flngicas
invasivas e a implementacdo de medidas preventivas adequadas sdo cruciais para mitigar o
impacto dessas doencas na saude publica, especialmente em ambientes hospitalares.

As internacbes por micoses geram altos custos para o Sistema Unico de Sadde,
afetando negativamente a economia. Esses gastos, somados a perda de produtividade devido ao
afastamento do trabalho, evidenciam a necessidade urgente de medidas preventivas eficazes.
Investimentos em saude preventiva e acesso equitativo ao tratamento s@o essenciais para aliviar
a pressdo sobre os recursos de salde e promover uma economia mais sustentavel.

Com isso, mais estudos na area devem ser realizados a fim de prevenir e tratar tais
doencas que tanto afetam a populacdo mundial, em especial a de paises subdesenvolvidos como

0 Brasil, onde o saneamento basico e a salde publica encontram-se em colapso.
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Avaliacéo da suscetibilidade a antifungicos e formacéo de biofilme
de amostras clinicas em hospital de referéncia no Estado do
Maranhé&o

RESUMO

Objetivo: Descrever o perfil de sensibilidade antifungica de isolados clinicos de
Candida e Cryptococcus spp. e investigar a formacédo de biofilme sobre substratos
abidticos diversos. Métodos: O estudo foi realizado com amostras biolégicas de
pacientes internados em Unidades Hospitalares de Sédo Luis-MA, no periodo de
Janeiro de 2020 a Janeiro de 2024. As amostras foram coletadas para identificagao
das espécies fungicas pela técnica de MALDI-TOF/MS. Em seguida, foram realizados
os testes de sensibilidade aos antifungicos e testes de viruléncia, como: formacéo de
biofilme em superficies abidticas em placas de 96 pocos e cateteres. Resultados: No
teste de sensibilidade aos antifungicos, aproximadamente 92,8% das amostras foram
sensiveis a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol. Além disso, no teste
de formacé&o de biofilme em cateter de poliuretano, todas as amostras foram capazes
de produzir biofilme com énfase nas cepas GCM e IJST que foram caracterizadas
como produtoras fortes de biofilme em placa. Conclusdo: Espera-se aumentar o
conhecimento sobre a sensibilidade antifungica e do perfil de viruléncia de leveduras
isoladas de hospitais de referéncia. Isso permitird criar programas de prevencao
municipais e estaduais para reduzir surtos e gastos relacionados a manejo dos
pacientes.

Palavras-chave: Biofilme, Fungos, Infec¢fes, Suscetibilidade, Viruléncia.

ABSTRACT

Objective: To describe the sensitivity profile of clinical isolates of Candida and
Cryptococcus spp. to antifungals and investigate biofilm formation on different abiotic
substrates. Methods: The study was carried out with biological samples from patients
admitted to Hospital Units in S&o Luis-MA, from January 2020 to January 2024. The
samples were collected to identify the species fungal infections by the technique of
MALDI-TOF/MS. Next, sensitivity tests to antifungals and virulence tests were carried
out, such as: biofilm formation on abiotic surfaces in 96-well plates and catheters.
Results: In the antifungal sensitivity test, approximately 92.8% of the samples were
sensitive to amphotericin B, fluconazole, itraconazole and voriconazole. Furthermore,
in the biofilm formation test on a polyurethane catheter, all samples were capable of
producing biofilm with an emphasis on the GCM and IJST strains that were
characterized as strong producers of biofilm on plague. Conclusion: It is expected to
increase knowledge about the antifungal sensitivity and virulence profile of yeasts
isolated from reference hospitals. This will allow the creation of municipal and state
prevention programs to reduce outbreaks and costs related to patient management.
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INTRODUCAO

Os fungos tém atraido a atencéo de cientistas e pesquisadores por representarem
um potencial risco a saude de humanos e animais. Por meio dessas pesquisas, foi
possivel analisar a diversidade e complexidade de varias espécies de fungos,
avaliando a patogenicidade de diferentes grupos desses microrganismos. A maioria
dos fungos é cosmopolita, podendo ser encontrada em quase todos os ambientes
naturais, como solo, seres humanos, plantas, materiais em decomposicédo e animais
domésticos (Cavalcante SB, et al. 2022; Souto SRL, et al. 2023). A taxa de
colonizagdo desses microrganismos pode variar conforme as superficies e habitats
em que se encontram (Da Silva BC et al., 2020; Machado et al., 2021).

As micoses sistémicas sdo doencas adquiridas principalmente pela inalacdo de
propagulos de fungos, que podem danificar tecidos pulmonares. Pesquisas realizadas
no semiarido nordestino, especialmente nos estados do Ceara, Maranhdo e Piaui,
revelaram um aumento nos indices de morbimortalidade devido as micoses
pulmonares. Como essas doencas nao sao de notificacdo compulséria, a gravidade
da situacdo pode ser ainda maior (Queiroz F e Dos Santos M, 2021; Lima ERA, 2023).

Atualmente, muitos pacientes sao frequentemente internados em hospitais e postos
de saude no Brasil devido a alta incidéncia de micoses sistémicas e oportunistas. As
principais micoses endémicas no pais incluem criptococose, candidiase, aspergilose
e pneumocistose (Shikanai-Yasuda MA, et al.2018; Vilar DNS, 2023).

De forma geral, este projeto € justificado pela necessidade de entender como as
infec¢Bes causadas por fungos patogénicos representam um desafio médico global,
principalmente porque a maioria dessas patologias ndo possui notificagdo compulsoria
pelo Estado Federativo. Consequentemente, casos de internagcdes por micoses
invasivas, como criptococose, pneumocistose e candidiase, vém complicando o
manejo clinico e tratamento medicamentoso. Além disso, o numero de micoses
invasivas em individuos imunocompetentes tem aumentado gradualmente,
especialmente devido a infec¢éo por cepas de Cryptococcus gatti e outras leveduras
emergentes, como Cryptococcus laurentii. Esses aspectos indicam a presenca de
novos fatores de viruléncia que podem ser expressos por essas leveduras (Verissimo
C etal., 2016; Cardoso CM et al., 2020; Balde MS, 2023; Corréia CEB et al., 2023).

Portanto, considerando que as infec¢des fungicas sdo doencas negligenciadas,
possuem relevancia para a saude publica, e que esses microrganismos possuem
ampla biodiversidade e estdo presentes em diversos ambientes, 0 objetivo deste
trabalho foi descrever o perfil de sensibilidade antifungica de isolados clinicos de
Candida e Cryptococcus spp. e investigar a formacao de biofilme sobre substratos
abioticos diversos. Esse estudo visa aumentar o conhecimento cientifico, tanto
académico quanto entre os profissionais de saude, trazendo beneficios a populacéo
e influenciando as decis6es em niveis municipal, estadual e federal.
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METODOS

Para atender aos requisitos da Resolucdo 466/12 e suas complementares, o
Projeto de Pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
CEUMA (Numero do Parecer 2.927.864, CAAE: 99142118.5.0000.5084). O estudo
transversal, realizado de janeiro de 2020 a janeiro de 2024, abrangeu um hospital de
referéncia para doencas infectocontagiosas, localizado em S&o Luis-MA. Catorze
amostras bioldgicas foram coletadas por profissionais experientes, habilitados e
enviadas para um Laboratorio de Andlises Clinicas em S&o Luis-MA para identificagdo
fungica.

Os fungos foram identificados usando a técnica automatizada MALDI-TOF e
enviados ao Laboratério de Microbiologia Ambiental da Universidade CEUMA, onde
foram mantidos em meio Agar Sabouraud e incubados a 28 e 37°C. Posteriormente,
foram armazenados em meio BHI + glicerol (10%) na Colecdo de Culturas do
Laboratério, congelados a -20°C e refrigerados para testes de viruléncia e
susceptibilidade a antifungicos.

A analise de susceptibilidade in vitro foi realizada pela técnica de microdiluicao
usando o protocolo padronizado pelo CLSI (2008). Antes dos testes, os isolados foram
subcultivados em Agar Sabouraud Dextrose, por um periodo de 24 horas a 7 dias, a
28° e a 37°C. Todos os testes foram realizados em duplicata para cada isolado no
meio RPMI-1640. A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada para os
antifangicos Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol, Anfotericina B. As placas foram
incubadas a 28°C ou a 37°C, por até 72 horas para determinacdo da CIM, por meio
da leitura visual para inibicdo do crescimento quando comparado ao controle.

Os pontos de corte foram: Fluconazol: CIM < 8 pl/mL (S-Sensivel), 16-32 ul/mL
(SDD- Sensivel Dose-Dependente) e = 64 yl/mL (R-Resistente); Itraconazol: CIM <
0,125 (S), 0,25-0,5 (SDD) e > 1 (R); Voriconazol: CIM < 0,125 (S), 0,25-0,5 (SDD) e >
1 (R); Anfotericina B: CIM <1 (S) e >1 (R) (CLSI, 2008).

A formacéo de biofilme foi avaliada em microplacas de 96 pocos pela metodologia
sugerida por Shin JH et al. (2002), com modificacdes. Primeiramente, as amostras
foram semeadas em meio agar Sabourand e incubadas em estufa a 37°C por 48
horas. Em seguida, os isolados foram diluidos em salina de acordo com a turbidez do
tubo 0,5 da escala de McFarland que corresponde a 1 a 5 x 108 células por mL (CLSI,
2008). Os pocos das placas foram preenchidos sequencialmente em triplicatas. No
controle negativo, foi transferido somente 200 uL do meio e no restante dos pogos,
180 yL de meio mais 20 yL da suspensdo fungica em salina. As placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas em estufa. Posteriormente, foram lavadas duas vezes
com soro fisiologico estéril e adicionado em cada poco 200 uL de metanol por quinze
minutos para fixacdo. As placas foram lavadas com soro fisiolégico por duas vezes e
em seguida adicionou-se 200 pL de cristal violeta para coloragéo, e por fim foi
acrescentado 250 pyL de etanol para lavagem dos pocos, entdo submetidas a
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espectrofotometria com um filtro de 550 nm para medir a respectiva absorbancia para
cada poco.

Baseado na densidade 6ptica dos isolados (D.O.i), e tomando como base a do
controle negativo (D.O.c), os isolados foram classificados nas seguintes categorias:
N&o-Produtor: D.O.i<D.O.c; Produtor Fraco: D.O.c<D.O.i < (2X D.O.c); Produtor
Moderado: (2X D.O.c) <D.0O.i £ (4X D.O.c); Produtor Forte: (4X D.O.c).

O ensaio de biofilme em cateter foi realizado seguindo a metodologia de Souza et
al. (2015), com algumas alteracdes. Cateteres de poliestireno estéreis, cortados em 4
cm, foram imersos em Caldo Sabouraud e as cepas em estudo e incubados por 48
horas a 37°C. Depois, foram lavados com PBS e vortexados para remover células ndo
aderidas. Para analise semiquantitativa, os cateteres foram rolados em placas de agar
Sabouraud. Na andlise quantitativa, o sobrenadante da ultima lavagem foi diluido e
plagueado em agar Sabouraud. Ambas as placas foram incubadas por 48 horas a
37°C para contagem das unidades formadoras de colonias (UFC).

RESULTADOS

A partir das amostras clinicas, sete isolados foram identificados como Candida
albicans, uma como C. africana, trés como C. tropicalis, uma como C. parapsilosis,
uma como C. guilliermondii e um como Cryptococcus gattii. No teste de sensibilidade
as drogas antifungicas de escolha para o tratamento das infec¢des, aproximadamente
92,8% das amostras apresentaram sensibilidade a anfotericina B, fluconazol,
itraconazol e voriconazol (Tabela 1) que séo farmacos antifungicos utilizados para o
tratamento de micoses como a criptococose e a candidiase. Um dos isolados (LRS)
apresentou resisténcia ao fluconazol, tendo em vista que o0 mesmo faz parte do género

Candida, e que tal droga é escolha para o tratamento da candidiase.

Tabela 1:Concentracao Inibitéria Minima (ug/ml).

Concentracgdo Inibitoria Minima (pg/ml)

, : Anfotericina
Isolados Origem Fluconazol Voriconazol Itraconazol

B

GCM (Ca) Escarro 0,5 0,12 0,25 0,25
MSMM (Ca) Urina 0,5 0,25 0,12 0,25
IJST (Ca) Urina 0,25 0,12 0,12 0,5
LGH (Ca) Urina 0,5 0,12 0,25 0,5
BCCF (Caf) Escarro 0,5 0,12 0,25 0,25
FFS (Ct) Escarro 0,25 0,12 0,25 0,25
JM (Ca) Escarro 0,25 0,25 0,25 0,25
CASA (Cg) Liquor 4 0,12 0,12 0,12
HSC (Ct) Urina 2 0,12 0,25 0,25
RJG(Cp) Urina 1 0,12 0,25 0,25
GBC (Cgu) Urina 1 0,25 0,12 0,12




ol

JMA (Ct) Urina 0,5 0,25 0,12 0,12
CA (Ca) Escarro 0,5 0,25 0,12 0,12
LRS (Ca) Escarro >64 2 2 1

Legenda: Ca: Candida albicans; Ct. Candida tropicalis; Caf: Candida africana; Cp:
Candida parapsilosis; Cgu: Candida guilliermondii; Cg: Cryptococcus gattii.
Fonte: Fontenelle PHC, et al., 2024.

Tendo em vista a importancia formacao de biofilme, realizou-se o teste de
producdo de biofilme em superficies abidticas. Baseado na densidade Optica dos
isolados (D.O.i), e tomando como base a do controle negativo (D.O.c), todos os
isolados foram formadores de biofilme (Figura 1). Isolados como LGH, BCCF e HSC
mostraram-se produtores fracos de biofilme. Em contrapartida as amostras JM e FFS
foram consideradas produtores moderados de biofilme. As cepas GCM e IJST foram

caracterizadas como produtoras fortes de biofilme em placa.

Figura 1: Producéo de biofilme dos isolados fungicos em placa de 96 pocos.

Biofilme

0.5~ ook

Densidade optica

Isolados Clinicos

Legenda:**p<0,01; ***p<0,001; Ca: Candida albicans; Ct: Candida tropicalis; Caf:
Candida africana; Cp: Candida parapsilosis; Cgu: Candida guilliermondii; Cg:
Cryptococcus gattii

Fonte: Fontenelle PHC, et al., 2024.
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Para avaliagdo da formacao de biofilme na superficie do cateter de poliuretano
foram aplicados os métodos qualitativos e quantitativos de acordo com metodologia
utilizada. Na Tabela 2 observa-se o crescimento dos isolados fungicos apos a diluicao

seriada.

Tabela 2:Formacéo de Biofilme em Cateter de Poliuretano (Método Qualitativo)

UFC/Placa
Amostras 1:10 1:100 1:1000

GBC 5 3 0
HSC 8 7 1
CASA 4 3 1
JMA 4 3 1
RJG 12 10 1
GCM 3 2 1
LGH 6 5 3
BCCF 5 4 3
FFS 9 8 4
MSMM 8 7 5
ISST 9 7 3
JM 10 9 2
LRS 6 5 2
CA 3 2 0
CN 0 0 0

Fonte:Fontenelle PHC, 2024. CN: controle negativo

Por meio do método semi-quantitativo observou-se a formacao de colbnias por
meio do rolamento do cateter de poliuretano em placa, como mostra a Tabela 3. Em
relacdo as amostras BCCF, RJG, GCM, observou-se colonizacdo baseada no
crescimento fungico em placa (com crescimento =15 UFC/placa) indicativo de
aderéncia do microrganismo na superficie abibtica. Entretanto em relacdo a amostra
CASA, notou-se que o microrganismo formou biofilme, porém em uma quantidade

inferior as demais amostras testadas.

Tabela 3:Formacgdo de Biofilme em Cateter de Poliuretano (Método Semi-

guantitativo).
Amostra UFC/Placa Classificacao
GBC 671 Colonizacéo
HSC 157 Colonizacédo

CASA 16 Colonizacao
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JMA 179 Colonizacao
RJG 399 Colonizacao
GCM 400 Colonizacao
LGH 90 Colonizacao
BCCF 523 Colonizacao
FFS 432 Colonizacao
MSMM 272 Colonizacao
ISST 342 Colonizacao
JM 36 Colonizacao
LRS 270 Colonizacao
CA 206 Colonizacao
CN 0 N&o Colonizagéao

Fonte: Fontenelle PHC, et al., 2024. Legenda: CN: controle negativo.

DISCUSSAO

As micoses sdo doencas frequentemente negligenciadas e, na maioria das vezes,
subdiagnosticadas, configurando um grave problema de salde publica, uma vez que
a maioria nao possui notificacdo obrigatoria no Brasil. Ha uma escassez de dados
acerca das areas endémicas, prevaléncia, incidéncia e morbidade associadas as
micoses em areas endémicas. No presente estudo, foram isoladas diferentes espécies
de Candida e uma de Cryptococcus gattii. Segundo Shikanai-Yasuda MA et al. (2018),
a regido Nordeste do Brasil tem o maior nimero de casos de micoses invasivas, com
destaque para os estados do Piaui, Ceara, Maranhdo e Bahia. Além disso, foram
registrados casos em areas de desmatamento, como partes dos estados do
Maranh&o, Tocantins, Para e regifes da Amazonia.

A proliferacdo urbana de pombos constitui um grave problema de saude publica
devido ao risco de transmissdo de doencas, especialmente fungicas. De acordo com
Fonseca AR et al. (2018), as fezes desses passaros oferecem um ambiente ideal para
o crescimento de fungos como Cryptococcus neoformans, responsavel pela
criptococose. Esta doenca pode ser particularmente perigosa para pessoas
imunocomprometidas, levando a infec¢des graves. Além disso, a presenca de pombos
pode agravar problemas respiratorios em grupos vulneraveis. Controlar a populacao
de pombos e manter a limpeza urbana sdo medidas essenciais para reduzir esses
riscos, protegendo a salde comunitaria e prevenindo surtos de doencas.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta que as doencas infecciosas séo
as principais responsaveis por mortalidade e incapacidade global, com uma estimativa
de 4,95 milhdes de mortes anuais, das quais 1,27 milhdo estdo associadas a
resisténcia a antimicrobianos. Infec¢des fangicas estdo crescendo globalmente,
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especialmente em pacientes imunocomprometidos, e apresentam desafios no
tratamento devido a escassez de antifUngicos e a resisténcia desenvolvida pelos
microrganismos (Araujo RKS et al., 2023).

Nos ultimos anos, os antifungicos fluconazol, voriconazol, itraconazol e anfotericina
B tém sido os importantes medicamentos utilizados para tratar infec¢des fangicas
invasivas, como candidiase e criptococose, tanto para profilaxia quanto para
tratamento (Berto et al.,, 2018). No presente estudo, esses antifungicos foram
empregados, e a maioria das amostras clinicas foi sensivel, enquanto algumas
mostraram resisténcia in vitro ao fluconazol, com destaque para as espécies nao-
albicans que apresentaram maiores valores de CIM. Favalessa et al. (2018), também
observaram que isolados néo-albicans (C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii
e C. africana) tendem a ter valores de CIM mais altos para os azéis do que C. albicans,
indicando menor suscetibilidade antifungica.

Esses dados de resisténcia corroboram o estudo de Rodrigues DKB et al. (2021),
gue encontrou baixa suscetibilidade ao fluconazol em 6,4% dos isolados de C.
parapsilosis (0,12 a >64 ug/mL), 50% de C. guilliermondii (64 pug/mL), 66,6% de C.
haemulonii var. vulnera (16-32 pg/mL) e cepa C. duobushaemulonii (CIM 64 pg/mL)
em 22 hospitais publicos do estado de Sao Paulo.

Um estudo realizado no Ird por Badiee P et al. (2022), encontrou que as espécies
mais frequentemente isoladas foram C. albicans e C. glabrata, com valores de CIM 90
de 0,25 pg/mL para voriconazol, 0,5 yg/mL para anfotericina B, 2 pg/mL para
itraconazol e 16 pg/mL para fluconazol. Darma S et al. (2020), estudaram 355
pacientes com presumivel tuberculose multirresistente e encontraram 31,8% com
escarro positivo para Candida spp., com suscetibilidade dos isolados a fluconazol,
itraconazol e cetoconazol de 38,3%, 1,3% e 10,7%, respectivamente.

Microrganismos podem aderir a superficies bidticas e abidticas, formando biofilmes,
sendo um foco importante de pesquisa, com diversos estudos voltados para a
desestabilizacdo dessas estruturas (Cerqueira et al., 2024). Em nosso estudo, todos
os isolados foram capazes de formar biofilmes tanto em superficies abiéticas (placas)
qguanto bioticas (cateteres).

A susceptibilidade aos antifungicos e a formacdo de biofilme estdo inter-
relacionadas, como evidenciado no presente estudo. A capacidade dos fungos de
formar biofilmes em superficies abidticas, como cateteres e placas, aumenta
significativamente a resisténcia aos tratamentos antifiangicos convencionais (De Paula
MR et al., 2021).

Biofilmes proporcionam um ambiente protetor para os fungos, dificultando a
penetragdo dos medicamentos e, assim, elevando os valores de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), especialmente para isolados nado-albicans. Esses isolados,
como C. tropicalis e C. parapsilosis, demonstram menor suscetibilidade a antifungicos
como fluconazol, refletindo uma resisténcia preocupante que agrava o desafio no
tratamento das infec¢Bes. Além disso, a resisténcia adquirida devido ao uso
inadequado de antifungicos e a proliferagéo de biofilmes em ambientes hospitalares
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contribuem para infecgbes persistentes e de dificil erradicacdo, exacerbando o
impacto na saude publica e os custos associados ao sistema de saude (Vieira AJH e
Santos JI, 2017; Oliveira et al., 2018; Fonseca MM et al., 2023).

El-Baz AM et al. (2021) também investigaram a capacidade de C. albicans de
formar biofilmes, utilizando o ensaio com violeta de cristal. Dos 21 isolados testados,
11 foram identificados como fortes produtores de biofilme, um como moderado e nove
como fracos, com oito dos 11 isolados fortes sendo de infeccdo do trato urinario. Na
pesquisa de Bisso et al. (2023), todos os isolados formaram biofilmes, com 4 isolados
de C. neoformans classificados como fortes produtores e outros da mesma espécie
como produtores moderados.

As internacdes decorrentes de micoses representam uma fonte significativa de
despesas para o Sistema Unico de Salde, gerando um impacto financeiro substancial
qgue reverbera por toda a economia. Os altos custos associados ao tratamento
hospitalar, incluindo medicamentos especificos, procedimentos cirargicos e
acompanhamento médico especializado, sobrecarregam os recursos financeiros ja
limitados destinados a saude publica. Aléem disso, essas internacfes acarretam uma
perda adicional em termos de produtividade econdémica, uma vez que tanto 0s
pacientes quanto seus familiares muitas vezes precisam se afastar do trabalho para
lidar com a situacdo de saude (Russo LX, 2019; Freire CP, 2021).

Assim, a partir deste estudo, podemos observar que o aumento na incidéncia do
namero de casos de micoses invasivas vem acarretando concomitantemente na
elevacdo de pacientes em ambientes nosocomiais e isso traz grandes prejuizos a
populacdo, pois as micoses sistémicas e oportunistas ndo sdo doencas de notificacdo
compulsoria.

Desta forma, € de suma relevancia a necessidade de mais estudos acerca da
influéncia dos fatores socioambientais e de viruléncia dos fungos patogénicos nas
micoses invasivas. Além disso, algumas cepas mostraram-se resistentes a drogas de
escolha para tratamento de doencas provocadas por fungos, confirmando o impacto
do uso inadequado de drogas antimicrobianas.

CONCLUSAO

Este estudo destaca que as micoses invasivas sao um crescente problema de
saude publica no Brasil, frequentemente negligenciadas e erroneamente
diagnosticadas devido a falta de notificacao obrigatoria. As infec¢cdes como candidiase
e criptococose estdo se tornando mais comuns, especialmente em areas endémicas
e em locais afetados por desmatamento. A resisténcia antifingica emergente e a
proliferacdo de pombos, que contribuem para infeccbes como a criptococose,
exacerbam a situacdo. Dada a importancia econémica e o impacto das internacoes, é
essencial intensificar os esforgos para monitorar, prevenir e tratar essas infecgoes.
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RESUMO

As micoses 530 doencas negligenciadas ¢ representam um importante problema de satide
piiblica, apresentando uma alta morbimortalidade, embora 2 masona delas ndo seja de
notificagiio compulsana no Brasil. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os
fatores de viruléncia de 1solados fingicos em um hospatal de referéncia em uma regido de
transicdo Amazdma-Cerrado. O estudo for realizado com amostras beologicas de
pacientes mternados em Unidades Hospitalares de Sdo Luis-MA, no periodo de Janeiro
de 2020 a Janeiro de 2024, As amosiras forum coletadas pam identificagiio das espécies
fungicas pelo MALDI-TOF. Em segusda, foram realmzados os testes de viruléncsa. Dos
solados testados, todas as cepas apresentaram formagdo do halo, indicando uma masor
produgio significativa (p< 0.05) da fosfolipase. Observou-se que as amostras
apresentaram a capacidade de produzir as exoenzimas prolemase, no gual destaca-se que
todas as amostras apresentaram a Zona de Precipatacio (PZ) < (.70 sendo consideradas,
de acordo com sux miensadade, como munto forte produtorns de protemnase e catalase
positiva.Logo, este trabalho fo1 concebido com o propasito de adguenr entendimento
acerca da patogenicadade dos fungos responsaves pelas micoses nvasivas ¢ seu
signsficado primordsal para a satde pablica, visto que tais agentes causarminfecgdes
fungicas graves que, lamentavelmente, conduzem um nimero substancial de pacientes ao
abito e geram custos clevados para o sistema Gnico de satide.

Paluvras-chave: Biodiversadade, Fungos, Neghgéncia, Viruléncia

ABSTRACT

Mycoses are neglected dmseases and represent an important public health problem,
presenting high morbsdity and mortality, although most of them are not mandatory
notification in Brazl. Therefore, the objective of this work was 1o evaluate the virulence
factoes of fungal solates in a reference hospatal in Amazon-Savanna transibion region.
The study was carned out with beological samples from patients admutted to Hospital
Unsts in Sdo Lus-MA, from January 2020 to January 2024. The samples were collected
to wdentify the fungal specees using MALDI-TOF. Then, virulence tests were camed oul
Of the 1solates tested, all strumns showed halo formation, indicating a sigmificant (p< 0.05)
greater production of phospholipase. It was observed that the samples presented the
ability to produce proteinase exoenzymes, i whach 1t s hughlighted that all samples
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presenbed a Precapilation £one (PE) < 0070 and were consdered. according i their
micnsity, as very strong producers of prodeinase and catalase positive. Therefore, thas
work was conceived with the purpose of acquanng understanding about the paihogenicity
of the fung responsible for mvasive mycoses and their primary sigmficance for public
health, since swch agents are the instigators of serous fungal infections thal unforfunately
bead @ substantial number of patients to death and generale high costs for the
SingleHeahhcare System.

Keywords: Biodiversity, Fungl, Meglect, Vrulence.

RESUMEMN

La= micosis son enfermedades desatendidas v representan un importanie problema de
salud piblica, preseniande alla morbalidad v mortalidad, aungue b mayoria de ellas no
son de nobficacion obligatoria en Brasil. Por anto, €l objetivo de este tmbajo fue evaluar
bos factores de virulencia de aislados de hongos en un hespital de referencia del estado de
Mamanhda. El estudio se realied con muestms biologicas de pacienles ingresades en
Unsdades Hospitalonas de Sie Luis-MA, entre encro de 2030 ¥ enero de 2024, Las
musestras fveron recolectadas pam identificar bes especies de bongos medsnte MALDI-
TOF. Luego se realizaron pruchas de vimlencia. De los aslados probadoes, todas las copas
mostraron fomacion de halo, be que indsca una produccion signaficatrvamente mayor (pee
0,05} de fosfolipasa. Se observd gue las muesiras presentaron capacidad de producir
expenEmas profeinasss, en lo que s destaca que todas las muestms presentaron una £ona
de Precipitacion {PE) < 0,70 v fueron consideradas, segin su inbensided, muy fweries
produciores de probeinasa vy catalasa positivas, Por lo lanbo, este ebajo fue concebido
con el proposite de adgumr conpcimiente sobre la patopenicklad de los hongos
responsables de las macosis invasorss ¥ su mmportancs pnmordial para la silud poblica,
va que dichos agenlex son Jos inshigadores de nbecciones fingicas graves gue
lamentablemente llevan a la muerte a un namere mportante de pacientesy generar altos
cosos para elSistema Unco de Salud.

Palabras clave:Biodiversidad, Hongos, Abandono, Viralencia,

1INTRODUCAD

Os fungos Em side fooo de estudos por cienbistas o pesgusaderes devide ao sew
potencial penigo & sagde humana ¢ animal. Desta forma, atraves de las pesgusas, foo
possvel avaliar ¢ estudar a diverssdade ¢ complexidade de maltiplas especies de fungos
buscando wmpre avaliar a patogenscidade de virios grupes desses microrgansmos. A
masoria dos funges @ cosmopolita e podem ser encontrades em praticamente todes os
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lugares da natureza entre cles: solo, seres humanos, vegetars. malenais em decomposigio
© em amimass domeésticos (Favalessa ef al, 2010; Cavalcante, Campos, De Lima, 2024).

A lorma prnincipal de propagagdo dos fungos ¢ através do ar, desta forma, esses
mucrorgamsmos possuem uma capacxlade de propagacdo elevaxla com uma taxa de
colomizagio que pode varsar de acordo com determmadas superficies ¢ habitats (Calumby
et al, 2022). As mucoses sisteémacas sdo infecgdes contraidas atraves da malagio de
propagulos de fungos que podem acabar lesionando, por exemplo, o tecido pulmonar
(Cavalcante, Campos, De Lima, 2024),

Atualmente, muslas inlernagdes s30 recorrentes em hospitais € em postos de salde,
devado a elevada incidéncia de casos de micoses sistémucas e oportunistas no Brasil. Duas
mmporiantes micoses endémicas no pais sdo a cnptococose ¢ a candidsase (Barbosa e al
2014).

As mternagdes decorrentes de micoses representam um Snus sagnificativo part o
Sistema Unico de Sadde (SUS), acarretando custos substanciais que reverberam
negativamente na economia. A necessidade de tratamentos prolongados, mutas vezes
envolvendo terapias complexas ¢ medicamentos de alto custo, impde uma pressio
fimanceira considerdvel sobre os recursos pablicos destinados a saode (Salva. 2013;
Shikanai-Yasuda, 2018).

Alem disso, 0 impacto negativo se esterdde para aléem dos gastos diretos com
assisténcia meédica. sbrangendo também os custos mdiretos associados a perda de
produtivadade, tanto dos pacientes afetados quanto de seus familiares que precisam se
ausentar do trabalho para prestar cuidados. Essa comjungdo de [stores ressalta a
mporténca de estratégsas eficazes de prevengio ¢ controle das micoses, visando mitigar
seu impacto tanto na saide publica quanto na estabilidade econdmaca do pais (Russo ef
al, 2018; Frewre, 2021).

Com mso, considerando que as infecgdes fingcas sdo doengas neghgenciadas,
mas de importincia para a satde pablica, ¢ gue estes microrganasmos possuem grande
biodiversxdade ¢ estio presentes em inimeros ambientes, ressalta-se a necessidade do
estudo sobre os fatores de viruléncaa a fim de aumentar o conhecmendo crentifico tanto
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populagio, mfluenciando a tomada de decisdes em nivel munscipal, estadual, federal.
Logo. o objetivo deste trabalho for avaliar os fatores de virulénca dos 1solados de
pacientes nosocomsas atendidos em um Hospital de Referéncia do Estado do Maranhio.

2 METODOLOGIA
2.1 COMITE DE ETICA, TIPO. LOCAL E POPULACAO DE ESTUDO

Em cumpnmento acs requasitos exigxlos pela Resolugdo 466/12 ¢ suas comple-
mentares do Consclho Nacional de Saide para pesquisas envolvendo seres humanos, o
Projeto de Pesquisa fos submetido & aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Uni-
versdade (Nimero do Parecer 2.927.864), com adicio do modelo de gquestionane ¢ o
termo de consentimento hivre e esclarecido.

Fon festoum estudo transversal, com amostragem aleatona simples e abordagem
quantitativa ¢ guahtaliva, no periodo de Janewro de 2020 a Janeiro de 2024, em hospitus
de uma regido de transwgio Amazoma-Cerrado, localizadosem Sao Luis-MA. na area para
doengas mfecto-conlagiosas, como tuberculose, HIV e doengas tropicais (nestas incluidas
as macoses) do Estado do Maranhdo.

Como cniténos de inclusio: participaram da pesquisa todos ox pacientes com sus-
peita ¢ ou confirmagio de infecgdes fimgicas mvasivas que assnaram o termo de con-
senfimento hivre esclarecsdo. Como cniténios de exclusio: foram excluidos os pacientes
que ndo apresentarem diagnostico confirmado para infecgdes flingscas invasivas ou que
se recusarem a partscipar da pesquisa.

Pura o calculo do tamanho amostral do niinero de pacientes que foram inclusdos
no estudo, for utihzado o programa estatistico PASS 15 (2017) com os seguantes parime-
tros: tamanho da populagio atendsda no hospatal, prevaléncia de infecgdes fimgicas inva-
sivas, nivel de sigmificincia (a) de 5%, ermo toleravel (erro padrio) de 4%, mais 5% de
possivels perdas.
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22COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS E DOS DADOS CLINICOS

Cada paciente seleczonado previamente foi convidado a participar da pesquisa por
mezo da assmatura do Termo de Consentimeento Livre ¢ Esclarecido { TCLE). As amostras
biologicas (soro, escarro. lavado brongusco, secregiio traqueal, sangue total, soro, urma,
liquor ¢ beopsia) foram coletadas por profisssonais expenientes ¢ encarminhadas 2 um La.
boratorio de Andlises Clinscas (Sio Luis-MA) para identificagio da espécie fungica. Os
dados climcos foram obhidos a partir dos prontuanoes dos pacientes que participaranxio
estudo.

Os fungos foram sdentifscados por meio da técnica automatizada MALDI-TOF ¢
encaminhados ao Laboratono de Microbwologia Ambiental da Unaversidade CEUMA,
ande foram mantidos em meio Agar Sabouraud ¢ incubados 2 28 ¢ 2 37°C. Em seguida,
foram mantidos em meso BHI + glicerol (1026) na Colegdo de culturas do Laboratono,
sob congelamento em -20°C e sob refnigeragio para subsequentes testes de viruléncia ¢
de susceptibilsdade aos antifungicos de uso climco.

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Os Iatores de viruléncia dos solados lingsos foram avalados por meo da
determinacio das atividades enzimaticas da protemnase, fosfolipase ¢ catalase.

Pura anahise de produgiio de proteinases, usou-se o metodo de AOKI ef al. (1990)
com modificagdes de D'ECA et al (201 1). Na determinacio da proleinase o teste for faito
em placas com 140 mL do meio de cultura agar Sshouraud dextrose contendo 60 ml. de
solugdo composta por (.0Mg de MgSOs; HXO: 0.5 g de K:HPO4: g de NaCl; 0.2g de
extrato de levedura; 4g de ghcose e 0.5g de BSA, pH ajustado para 4,0 ¢ estenhizada por
filtragio. As placas foram inoculadas com 3ul de salina 085 % contendo celulas de
Jeveduras, comparada a escala de McFarland 0.5 (1 x 107 celulas/mL), ¢ mcubadas a 37°C
por 7 dias. A atividade de proteinases foir medida ¢ calculada de acordo com o método
descrito em fermos da proporgdo de diametro da colonia ¢ a colonia mais & zona de
precipitagiio (Pz) das proteinases. Os testes foram fertos em duplicata e for calculada a
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media do valor de Pz, agrupando-os em 5 grupos: Pz=1, negativo: Pz entre 0.9 ¢ 0.99,
fraco; Pz entre .80 ¢ 0.89. moderado; P2 entre 0.70 ¢ (.79, forte; PZ < (.70 muito forte.

Para a determunagio da atwvadade fosfohpidica, for preparado um meto de cultura
que consiste em 180 mlL de agar Sabouraud dextrose acrescido de 11,40g de cloreto de
sodio: 0.11g de cloreto de calcwo: 4 % de ghoose ¢ 20 mL de gema de ovo. O meio for
moculado com 3 pl de moculo fungico preparade em sahna 0.85%. comparado com a
excala de McFarland 0.5 (1 a S x lO’oélula‘mL).As;imsdePdﬁfwammba&sa
37°C ¢ o dsaimetro das colémas ¢ da area de precipitagiio mass a colénia foram medados
96 horas apos a inoculagio. Os experimentos foram feitos em duphcata. As medidas e
citbkculos da zona de precipitagio (Pz) da fosfolpase foram feitos de acordo com o descrito
por Price et al. (1982), a partir da média dos valores obtidos na duplicata, os coeficientes
encontrados foram classificados em S grupos: Pz=1, negativo; Pz entre (.9 ¢ 0.99, fraco:
Pz entre 0.80 ¢ 0.89. moderado: Pz entre 0.70 ¢ 0.79, forte: PZ<0.70, muito forte (PRICE
et al, 1982).

A atividade da catalase for constatada em meio Sabouraud com adicio de solugio
de peraxado de hidrogénio a 3% sobre a cultura fangica, segundo metodologia modificada
de Shin & Kim (1998).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A proteinase € uma enzima que desmiegra as proteinas vilais. As proteinases sio
divididas em quatro tipos: senna proteinase, aspartil protemase, cisieina profeinase ©
metaloprotemase. Candidasecreta aspartil protemnases secretoras (SAP). que € uma das
moléculas multifuncionms envolvidas na patogénese da Candida. a producio dessa
molécula por fungos aumenta a colomzagio e penctragio do mesmo no tecado do
hospedeiro (Gongalveset al, 2016).

Os genes SAP que vanam de SAPL-SAP10 foram identificados em C. albicans.
A SAP ¢ um dos pnncipass marcadores para determmar os diferentes tipos de candsdiase
{Cirevenluex ot ol 211141
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Para observar a presenga da exoenzzma com capacidade de degradar proteinas re-

ahizou-se o teste de proteinase como mostra a Figura |,

Figura 1. Prodecio de proteanase dos swolados flsgncos

Proteinase

b od
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>
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ol
e

Isolados Clinicos

Negativo: Pz = | Fraco: Pz catee 0.9 ¢ 0599, Moderado: Pz eatre 0.80 ¢ 089, Foree: Pz eoere 070 ¢ 0.79.
Muto foete: Pz < .70 *** p<(L0S.
Forge: Elaboradas pelos peipeios Astores.

De acordo com a Figura 1, observou-se que todos os solados fungcos foram po-
sitivos para a producio da excenzima. Destaca-se que todas as amostras apresentaram a
Zona de Precipitacio (PZ) < 0.70 sendo consideradas de acordo com sua imtensidade
muito forte produtoras de protemase.

As fosfolipases fazem parte de um grupo de hxdrohses que quebram os
fosfolipideos em acidos graxos ¢ outras substincias lipofilicas. A producio de fosfolipase
€ visla como um dos principas criténos para sdentificar cepas mvasivas, virulenlas ¢ ndo

virulentas de Candida (Motenegro, 2018).
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Segundo Jumor ¢ De Andrade Montemro (2012), as ativadades de fosfolipase sio
consideradas como um papel importanie na palogénese de fungos oportumsias. A pre-

senca de fosfolipase em amostras de . albicans ¢ outras espécies de fungos mvasivos
estio relacronados @ viruléncia das especaes.

De acordo com o trabalho de Campos ¢ Barom (2010) a maorsa das cepas apre-
sentaram ativadade mutto forte para produgio de fostolipase (75%). No estudo de Costa
et al. (2010), a maiona dos 1solados apresentaram ativadade enzumatsca para produgio de
fosfolipase, o que corrobora os resultados obixlos no presente estudo. Da mesma forma,
no estudo de Hartmann of al (2016), através da determinacio da atividade fosfolipidica
dos 24 1solados fungcos for possivel observar que 37,5% das cepas dispunham de ativi-
dade positiva para exoenzimas.

A atividade enzimatica dos 1solados fungicos possibilita confirmar o awmento da
patogemcidade dos microrganismos, pois a peesenga de tais fatores de varuléncia auxilia
0s mesmos na penetragio e colonizagio de tecados mais profundos causando quadros mans
abrasavos para o hospederro. tendo em vista, que as micoses mvasivas siio negligenciadas
e acabam levando o individuo portador a ébito. Logo, um mator potencial de viruléncia
manifestado associado, por exemplo, a possivels guadros de imunossupeess3o, eleva o
nimero de quadros da doenga (Andreolaer af 2016).

A avahagio da producio de exoenzmas como a fosfolipase para 1solados fungicos
¢ relevante para a venficacdo do potencial de viruléncia dos fungos, tendo em vista que
conferem a0 microrganismo mecanismos gue facilitam sua penetragio em tecados mans
profundos (Junsor, De Andrade Monteiro, 2012), causando micoses mvasivas. Os resul-
tados sdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Produgio de Soafolipase dos isolados flingeos
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Fomse! Elabomsdas pelos pripeios Astores.
O resultado posstivo para o teste de fosfolipase € confirmado atraveés da formagio
de um halo opaco a0 redor da colania. Dos solados testados, todas as cepas apresentaram
formagio do halo, indicando uma masor produgio sigmificativa (p< 0,05) da enzima,

como ressalta a Figura 3.

Fagura 3. Placa de Petrs coms Sformagio do Halo

Fome: Elsboradas pelos pedpeios Astores.

E mferessante destacar que isolados como CA ¢ GBC foram as cepas que

apresentaram mator halo (PZ) e 1sso explana um potencial significativo para o fungo, pois
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a presenca da fosfolipase funciona como um mecanismo auxibador n2 colomizagio ¢
miecgdo de lecados mans profundoes. Porem, em contrapartida, houve solxlos que a
presenca da enzima for hida como moderada como nas amostras GCM ¢ MSMM ¢ outros
apresenlaram a exoenzma, porém com PZ infenores, como no 1solado CASA.

A classificagdo da intensidade da producio das enzimas fosfolipase encontra-se
na figura d.

Figun 4. latersadade da Produgio de losfolipase (P2) dos 1solados flngeos.
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Muno fone: Pz< 0.70,
Fomte: Elaboredas pelos prdpeios sutores.

Na figura 5, observa-se a comparagio da medsa da Zona de Precipitagio entre as
diferentes especies fangicas.
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Fignes 5. Zosa de Precipuacio (PZ) das diferemes espécies Sagicas,
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Baoras hrascas: isolados de Candidespp, Bara preta: isolados de Orypiocaccus spp. *P<0.05.
Fome: Elaborades pelos pedpeios Autores.

Observa-se na Figura S, a comparacio da Zona de Precipitagio das diferentes es-
pecies fungicas, em que os isolados de C.ropicalis apresentaram PZ mas elevads se
comparada & outras especies desse mesmo género. Ja em relagio ao género Cyprococ-
cusspp, observou-se que a especae C gatis for a que apresentou 2 mator PZ em detnmento
das demans especies de fungos levedunformes. Houve diferenca sigmficativa (p=0,0131)
entre a PZ media de C. albicans ¢ a PZ média de C. gartir.

Isolados de C. neoformans ¢ de Candida spp. possuem vanos constituintes imunes
matos, nclumdo a fosfolipase ¢ catalase com o papel de colonizagio de tecados como o
cerebro ¢ pulmies (Yang et al, 2017).

Conforme Souza (2022), a maiona das cepas postlivas para producdo de fosfoli-
pase foi de amostras provensentes de secreg®o urinarna ¢ traqueal, apesar de ndo ser notada
proporcionahidade no arranjo distnbucional das espécies de Candida entre os matersas
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clinicos, visto que a masor atrwvadade da fosfolipase for defimda nos soladoes do trato res-

piratono.

A avaliagio da produgiio de catalase pelos microrgansmos for confirmada pela
conversdo de peroxido de hidrogénio em agua e oxigémo por tedos os 1solados, favore-
cendo o potencial de viruléncia dos mesmos ¢ auxithando na penetragdo de tecidos mas
profundos (Osoro ef al 2021).

De acordo com Rodngues et af (2008), a presenca de catalase posativa permite
com que o microrganismo mvada tecidos mais profundos. Alem disso, a catalase € uma
metaloenzima antioxsdante que converie o peroxido de hidrogénso em dgua ¢ oxigénio
molecular, tal exoenzima suxilia o fungo ma dnblagem imunoldgica contra o estresse oxi-
dalivo imposto pelo sistema imune do bospedetro (Pinto, 2021).

As mlemagdes decorrentes de micoses representam uma fonte significativa de
despesas para o Sistema Unico de Saide. gerando um impacto financeiro substancaal que
reverbera por toda a economua. Os allos custos associados ao tratamento hospiialar, in-
clumndo medscamentos especificos, procedimentos cirtrgscos ¢ acompanhamento medico
especializado, sobrecarregam os recursos fmanceiros ja limitados destinados a saide pi-
blica. Aléem disso, essas imtermagdes acarretam uma perda adicsonal em termos de produ-
tividade econdmica. uma vez que tanto os pacienies quanto seus [amiliares mustas vezes
precisam se afastar do trabalho par hidar com a situagio de sadde (Russo, 2019; Freire,
2021).

4 CONCLUSAO

Mediante esta pesquisa, ressalta-se uma preocupagio diante da analise das maco-
ses mvasivas/oportunistas, lais quass a candudiase ¢ cniplococose, especialmente quando
se entrelaga as infecgdes fingicas 3 mamfestacio das exoenzimas que nelas se perfazem.
notadamente a protemase, fosfolipase ¢ catalase.

Essas enzimas desempenham um papel crucal na patogenicidade desses fungos,
aumentando sua capacidade de mvasio ¢ colomzagdo de tecidos dos hospedeiros, especi-
almente em pacsentes imunocomprometidos. Esses achados sio ainda mans alarmantes
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quando se considers as altas taxas de infecgdes hospitalares, onde os pacientes estio fre-
quentemente expostos a ambsentes propicios 3 disseminacdo desses agentes patogémcos.

A compreensio da importincia dessas exoenzimas na viruléncia dos fungos mva-
sivos € essencial para o desenvolvimento de estrategas de prevengio, dagnostico ¢ tra-
tamento. Infervengdes direcionadas para a descoberta de cepas posativas para tais ativida-
des enzimaticas podem oferecer novas perspectivas no controle dessas infecgdes ¢ na me-
thona dos resultados clinicos para os pacientes afetados.

Alem dmsso, a conscientizagio sobre os nscos associados as infecgdes fingacas
mvasivas ¢ a implementagio de medxdas preventivas adequadas sio crucims para matigar
o impacto dessas doengas na satide piblxca, especialmente em ambientes hospetalares.

As internacdes por micoses geram allos custos para o Sistema Unico de Saixde,
afetando negativamente a economaa. Esses gastos, somados 3 perda de produtividade de-
vido 20 afastamento do trabalho, evidenciam a necessidade urgente de medidas preventi-
vas eficazes. Investimentos em satde preventiva ¢ acesso eguilativo 3o tratamento sido
essenciats para aliviar a pressio sobre os recursos de salde ¢ promover uma economia
mas sustentavel.

Com 1ss0, mas estudos na area devem ser realizados a fim de prevenir e tratar s
doengas que tanto afetam a populagio mundial, em especial a de paises subdesenvolvidos
como o Brasl, onde o sancamento basico ¢ a sside piblica enfrentam importantes desa-

fr0s.
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