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Resumo

O presente trabalho foi elaborado e realizado a fim de se demonstrar a
importancia da lavagem das maos no cotidiano, uma vez que maos humanas podem
ser consideradas fonte de diversos agentes etioldgicos de doencas que podem
comprometer a saude principalmente de pacientes debilitados.

Para tanto, foram aplicados testes de sensibilidade a sabonetes utilizando-se
métodos normatizados e validados pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standartds
Institute) e, por fim, foi verificado o efeito dos mesmos sobre biofilmes formados a
partir de espécies e cepas fungicas conseguidas por meio de lavagens das maos de
voluntarios.

As amostras utilizadas foram sabonetes em barra adquiridos do comércio, um
de formulacao bactericida (com adigdo de extrato de prépolis) e outro de formulagao
comum.

Foram realizadas lavagens com os sabonetes-amostra e agua destilada, dentro
de fluxo laminar, onde foi possivel recolher a agua usada no enxague. A partir do
plagueamento (em meio Sabouraud-dextrose com cloranfenicol 0,05%) das méos
voluntarias sem assepsia prévia, da agua de lavagem e das maos lavadas foram
obtidas culturas fungicas. Essas culturas foram selecionadas de acordo com a
viabilidade de isolamento, e entao foi feita a identificagcado das espécies.

Através da triagem pelo método de identificagcdo por ChromagarTM Candida,
foi possivel identificar que duas colbnias obtidas das lavagens das maos foram

identificadas como C. krusei e C. albicans. C. albicans ainda péde ser confirmada



através de identificagdo molecular. Essas amostras foram entdo utilizadas nos testes
de sensibilidade aos sabonetes e submetidas a formagéao de biofilme.

Os resultados detectaram que os sabonetes em barra analisados nao foram
eficazes na higienizagdo desejada das maos, e tampouco contra a formagédo de
biofiime pelas leveduras citadas. Esse fato mostra que a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria precisa enfatizar o controlar e a fiscalizagdo de produtos de
higiene pessoal, pois estes muitas vezes estdo associados a incidéncia de agravos
indesejados a saude que podem surgir através da nao correta assepsia das maos
por produtos largamente utilizados pela populagao brasileira, como os sabonetes em

barra.
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Introducéo

Sao muitos os fatores que podem nos predispor a infecgdes microbianas e,
cada vez mais, precisamos de medidas profilaticas que protejam nosso organismo
contra tal agressao. As micoses superficiais, ou mesmo cutaneas, sdo as mais
comumente observadas em criancas, acometendo as camadas mais superficiais da
pele, os pélos e as unhas (FRAMIL et al, 2008).

As leveduras do género Candida habitam diversos ecossistemas e estdo
presentes nos tratos geniturinario e gastrintestinal, unha, pele, brénquios e na
cavidade bucal onde podem se estabelecer como microbiota comensal normal sem
causar danos ao hospedeiro (KLEINEGGER et al, 1996). Por outro lado,
determinadas circunstancias, como diabetes mellitus e AIDS, condi¢des fisioldgicas
como gravidez, infancia ou idade avancada, fatores nutricionais, tratamento com
antibioticos de amplo espectro, drogas imunossupressoras e corticosteroides, além
de fatores locais como xerostomia e uso de aparelhos protéticos sdo condigdes que
predispdem ao desenvolvimento de infecgdes invasivas por Candida sp (TEKELI et
al, 2004; PIRES - GONCALVES et al, 2008).

Relatos de infeccbes por leveduras pouco usuais sdo descritas como: as
causadas por Trichosporon (leveduras resistentes a anfotericina B e
equinocandinas), causadas por Rhodotorula, (espécie encontrada em septicemia
relacionada ao uso de cateteres), além de espécies de Cryptococcus nao-
neoformans em pacientes HIV-positivos e/ou transplantados. Entretanto, as espécies
do género Candida ainda prevalecem como principal agente causador de infec¢des

fungicas (MICELI et al, 2011).
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Candida spp séo leveduras comensais presentes no trato gastrointestinal e
genital de individuos sadios, no entanto se tornam organismos potencialmente
patogénicos causando infecgdes superficiais e sistémicas (RANGEL-FRAUSTO et
al,1999; SHAO et a., 2007). Apesar de as espécies de Candida fazerem parte da
microbiota normal nos seres humanos, sua capacidade de causar infecgao ocorre
devido a desequilibrios no hospedeiro, sendo a resposta imune um fator
determinante do tipo de infeccdo causada. Na verdade, a transigcdo do inofensivo
comensal para patdogeno implacavel pode ser atribuida a um extenso repertério de
viruléncia determinado por condigdes predisponentes adequadas (MICELI et al,
2011). Estes fatores de viruléncia sdo expressos dependendo do tipo de
manifestacao clinica, do local, estagio de infecgao e também a natureza da resposta
do hospedeiro e incluem a capacidade de alterar a morfologia celular (leveduras
para producao de hifas), fatores responsaveis pela adeséo, atividade extracelular de
enzimas e producao de biofilme (NAGLIK et al, 2004).

As infecgdes por essas leveduras sao associadas a altas taxas de
mortalidade e aumento dos custos de duragao da internagdo (WISPLINGHOFF et al,
2004; MORGAN et al, 2005). Recentemente, houve uma mudanga no perfil
epidemioldgico dessas infecgdes, registrando-se aumento no numero de casos de
Candida nao-albicans. Relatos de hospitais dos Estados Unidos e da Europa
detectaram o aumento na prevaléncia das infecgdes causadas por espécies de
Candida nao-albicans como C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis (VISCOLI et al,
1999; TRICK et al, 2002; PFALLER & DIEKEMA, 2007). No Brasil, em estudo
realizado em pacientes HIV positivos com infeccdo orofaringea, C. krusei foi a

terceira mais freqlente entre as espécies nao- albicans e a suscetibilidade desses
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isolados mostrou-se baixa frente a cetoconazol, fluconazol e anfotericina B
(FAVALESSA et al, 2010). Na Espanha, a infec¢ao por C. krusei esta entre as mais
freqUente entre as espécies ndo-albicans, associada a pacientes com doencgas
sanguineas, transplante de células tronco, neutropenia e uso prévio de azois
(ORTEGA et al, 2011).

Anfotericina B, composto pertencente a classe dos polienos, vem sendo
utilizado desde o final dos anos 1950 e permaneceu por quase 30 anos como o
unico antifungico efetivo disponivel para o tratamento de doenca invasiva. A partir
da década de 90, houve uma gradual ampliacdo do numero de compostos
antifungicos bem como as classes: polienos, azodis, equinocandinas e analogos da
purina. Devido a maior disponibilidade de drogas antifungicas ocorreu também uma
utilizagdo mais ampla, o que causou selecdo e consequente resisténcia desses
micro-organismos. Os médicos tém ainda a possibilidade de medicar para a
profilaxia, terapia empirica, tratamento preventivo e aguardar o diagndstico da
doenga, havendo assim um grau de exposigdo excessivo a esses agentes
(RODRIGUEZ-TUDELA et al, 2010).

C. krusei € uma espécie intrinsecamente resistente ao fluconazol e de
sensibilidade diminuida para anfotericina B e flucitosina (PFALLER et al, 2008). E
isolada principalmente em pacientes com cancer e em ocasides onde o fluconazol &
usado como profilaxia (WINGARD et al, 1991; GIRMENIA et al, 2005). Essa
levedura tem emergido como importante agente de infecgbes sistémicas em
pacientes hospitalizados (REX et al,1995; SPELLBERG et al, 2006). Comparadas
com infeccbes causadas por outras espécies de Candida, esta associada a altas

taxas de mortalidade (PEMAN et al, 2002). O fenétipo de resisténcia exibido por C.



18

krusei € um problema em relagdo a escolha de tratamento para pacientes
neutropénicos ou gravemente doentes, especialmente aqueles com exposigao
prévia ao fluconazol (PAPPAS et al, 2004; SPANAKIS et al, 2006). Apesar da
resisténcia intrinseca ao fluconazol, C. krusei normalmente é sensivel ao voriconazol
em testes realizados in vitro, isso pode ser explicado pela ligagdo mais efetiva do
voriconazol as isoenzimas do citocromo P-450 dessa espécie (PFALLER et al,
2007). Além disso, voriconazol foi usado com sucesso para tratar alguns pacientes
infetados com C. krusei (KULLBERG et al, 2005)

Um dos principais mecanismos de resisténcia ao fluconazol em C. krusei é a
diminuicao da afinidade e encaixe das enzimas do citocromo P450, entre elas a
esterol 14a-desmetilase (CYP51) (FUKUOKA et al, 2003; GUINEA et al, 2006). Um
mecanismo alternativo de resisténcia é atividade da bomba de efluxo, expressa por
uma superfamilia de transportadores ABC ou ATPases de transporte. Esta € a maior
e mais diversificada das familias de proteinas, envolvidas no transporte de
substancias através das membranas biolégicas. As proteinas membros desta
superfamilia transportam uma variedade de substratos através da membrana celular,
0s quais incluem acucares, aminoacidos, peptideos, proteinas, metais, ions
inorganicos, toxinas e antibiédticos (CROOP et al, 1998).

A versatilidade para se adaptar em diferentes habitats e a capacidade de
produzir biofilme sao fatores que explicam a viruléncia dessas leveduras. Assim, os
biofilmes sado definidos como comunidades microbianas ligadas a uma superficie e
incorporados em uma matriz extracelular (DOUGLAS, 2002; RAMAGE et al, 2005;
SILVA et al, 2009). A geracdo do biofilme consiste nas seguintes etapas:

primeiramente ocorre a adesao (essa pode ocorrer em acessorios meédicos ou no
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préprio tecido do hospedeiro), entdo as células se proliferam e finalmente ocorre a
maturac¢ao do biofilme. Nesse momento o crescimento das leveduras diminui e o das
hifas aumenta, a matriz extracelular envolve entdo o biofiime (BLANKENSHIP &
MITCHELL, 2006).

Por fazer parte da microbiota humana, Candida spp € facilmente encontrada
em biomateriais como proéteses, implantes, tubos endotraqueais, marcapassos, €
varios tipos de cateteres (KOJIC & DAROUICHE, 2004). A formacgao de biofilmes
acarreta preocupantes problemas clinicos, pois aumenta a resisténcia a terapia
antifungica. O mecanismo de resisténcia do biofilme aos agentes antimicrobianos
ainda ndo esta totalmente elucidado. Uma das hipoteses que pode explicar esta
resisténcia € a presenca da matriz restringindo a penetragcdo dos medicamentos
através da formacdo de uma barreira de difusdo (GILBERT et al, 2002; KOJIC &
DAROUICHE, 2004) e somente as camadas mais superficiais estariam em contato
com doses letais dos antibioticos.

Para que ocorra a colonizagao, a célula fungica deve primeiramente aderir. O
processo de adesdo de espécies de Candida as superficies do hospedeiro €&
controlado e induzido por varias cascatas de sinalizagao celular tanto no fungo como
também no ambiente, em prol de sua viruléncia. A fixacéo inicial de células de
Candida a biomateriais € mediada por fatores inespecificos (hidrofobicidade de e
forgcas eletrostaticas) e especificos promovidos pelas adesinas presentes na
superficie das células fungicas que reconhecem ligantes, tais como proteinas
séricas, fibrinogénio e fibronectina (LI et al, 2003). O fendmeno de adeséo é
conferido a proteinas especializadas de superficie celular chamadas de adesinas,

que se ligam especificamente a aminoacidos ou agucares na superficie de outras
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células ou promovem a adesdo a superficies abioticas (VERSTREPEN & KLIS,
2006). Em C. albicans, a delegao do gene EAP1 gerou diminuicdo da adeséao e
formacgao de biofilme, mostrando o papel da proteina codificada por esse gene (LI et
al, 2007), Outra familia de proteinas (adesinas), a ALs3, também possui papel
importante na formagdo dos biofilmes (NOBILE & MITCHELL, 2006). As enzimas
extracelulares hidroliticas sédo fatores de viruléncia os quais podem causar
disfungdes celulares, ruptura da membrana e, como consequéncia, facilita a adesao
dos microrganismos (NIEWERTH & KORTING, 2001; NAGLIK et al., 2003). E
importante ressaltar que o sucesso da colonizacdo e da infecgao depende da
capacidade de adesdo do microrganismo as células hospedeiras (YANG et al, 2003).

Relatos tém demonstrado a importancia desses fatores e, de acordo com
Gokce et al (2007) e Costa et al (2010), a producéo dessas enzimas é observada em
maior quantidade em infec¢des por C. albicans do que por outras espécies.

Dessa forma, o estudo das micoses torna-se importante devido a grande
incidéncia dessas infecgbes, o que pode gerar epidemias em diversos grupos
populacionais. Existem muitos motivos que explicam tal aumento de incidéncia com
0 passar dos anos, como O uso abusivo de antibidticos, drogas citostaticas e
imunossupressoras, além de diversas doencas predisponentes. Como micoses nao
sdo doencgas de notificagdo obrigatoria, € impossivel conhecer a abrangéncia exata
do problema (OLIVEIRA et al, 2003).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, aos produtos de higiene
pessoal e cosmeéticos devem ser adicionados conservantes, cuja finalidade é
preserva-los de danos e deterioragdes causados por micro-organismos além de

proteger o consumidor de contaminagao durante o uso do produto.
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De acordo com a Resolugdo 79/00 da ANVISA, cosméticos e produtos de
higiene sao preparag¢des constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso
externo, com o objetivo fundamental de limpeza e manutengédo do estado saudavel
do corpo. A Resolugdo n° 162 de 11 de setembro de 2001 foi criada para
estabelecer a Lista de Substancias de Agao Conservante para Produtos de Higiene
Pessoal, Cosméticos e Perfumes e enfatizar que a Vigilancia Sanitaria tem a missao
de prevenir ocorréncias de agravos a saude por meio de agdes reguladoras de
produtos e servigos e da aprovacao e atualizacdo de normas. No entanto, muitas
vezes, as substancias de acdo conservante utilizadas nos produtos de higiene
pessoal podem nao mostrar a eficiéncia desejada contra espécies de fungos que
podem colonizar a pele humana.

Através deste estudo, pretende-se realizar a verificagdo da dinamica
populacional das leveduras do género Candida apds a lavagem das maos com
sabonetes de uso diario. Desta forma, avaliar a eficiéncia deste produto de higiene
na desinfec¢cdo contra espécies de Candida potencialmente patogénicas residentes
da microbiota das méaos. Adicionalmente determinar a sensibilidade a esses
sabonetes por meio da determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) nestes
isolados e verificar a capacidade de isolados selecionados destas espécies de
importancia patogénica em formar biofilmes, assim como a viabilidade destes
biofilmes apds tratamento com determinadas concentragcdes similares ao processo
de lavagem das maos.

E dificil perceber quando ficamos susceptiveis a micro-organismos que podem
ser nocivos. No decorrer do dia, nossas méos tornam-se um perigoso veiculo de

bactérias e fungos capazes de proporcionar problemas que poderiam ser evitados
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com devidas precaugdes. A lavagem das mé&os com frequéncia colabora com a
reducdo da carga microbiana que adquirimos do ambiente, e consequentemente,
diminui sua chance de disseminacdo. No entanto, a pressa do dia-a-dia acaba
comprometendo esse habito e, além disso, muitos sanitarios comumente oferecem
risco de contaminagao através dos sabonetes de uso comum, que nem sempre sao
liquidos.

O uso frequente de tais produtos faz com que a eficiéncia dos conservantes
seja reduzida, tanto devido a contaminagdo do produto pelo contato com a
microbiota humana ou mesmo pela evaporacdo das substancias preservantes
(PALMIERI et al, 1983). Dessa forma, nem sempre ¢é fidedigna a capacidade anti-
séptica dos produtos de higiene, especialmente aqueles de uso comum em

ambientes de condig¢des propicias, como € o caso dos sabonetes em barra.



23

Objetivo

Devido a importancia clinica de espécies fungicas capazes de colonizar a pele
humana, e outras de evolugao sistémica, pretendeu-se com este trabalho verificar o
risco de contaminacgao e a efetividade de sabonetes em barra na lavagem de méaos,
atentando a legislagdo vigente (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e sua
Diretoria Colegiada) quanto ao papel dos antimicrobianos presentes nesses
sabonetes, uma vez que sao amplamente utilizados pela populagao.

Portanto, sdo objetivos desse trabalho:
| - Verificar a dindmica populacional das leveduras do género Candida apds a
lavagem das maos com sabonetes de uso diario.

Il - Verificar o papel dos antimicrobianos no uso de sabonetes em barra quanto a sua
efetividade e ao risco de contaminacao.

[l - Atentar a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDCs) para o risco e
validade da prevencao de infecgbes fungicas de importancia médica por meio de
produtos de higiene pessoal.

O presente trabalho também foi utilizado como conclusdo para o Curso de

Farmacia Bioquimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara.
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Materiais e métodos

1. Pesquisa de micro-organismos em maos sem assepsia

Foram preparadas placas de meio Sabouraud-dextrose com cloranfenicol
0,05% e, depois de solidificadas, foi feita a pesquisa de micro-organismos presentes
em maos sem assepsia. Cinco pessoas distintas foram aleatoriamente abordadas
nas adjacéncias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara para terem
seus dedos pressionados sobre a superficie do meio de cultura. As placas foram
entdo incubadas a temperatura ambiente por até sete dias. Apds esse periodo, as
unidades formadoras de colénia (UFCs) de leveduras foram contadas e

fotografadas.

2. Controle negativo da pesquisa de micro-organismos em sabonetes

Foram testadas duas marcas de sabonete em barra adquiridas
comercialmente, sendo uma delas de atividade anti-séptica devido a presenca de
extrato de propolis.

Assim que abertos e retirados da embalagem primaria, ambos os sabonetes
comum e anti-séptico, foram umedecidos com agua destilada e imediatamente
colocados em placas contendo RPMI+glicose. A incubagado ocorreu sob agitagao a
37°C por 24h.

Em seguida, aliquotas de 50ul do RPMI+glicose da placa foram recolhidas e

plagueadas em meio Sabouraud-dextrose com cloranfenicol 0,05% e incubado por
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até sete dias a temperatura ambiente para posterior verificacdo da presenca de

UFCs de leveduras.

3. Pesquisa de micro-organismos nas saboneteiras durante o0 uso

compartilhado dos sabonetes

Ambos os sabonetes foram deixados para uso no sanitario feminino da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara por uma semana cada um.
Apos esse periodo, as saboneteiras contendo os sabonetes foram lavadas com
RPMI+glicose e os lavados foram incubados a 37°C por 24h. Uma aliquota de 50ul
do material foi entdo semeada em meio Sabouraud-dextrose com cloranfenicol
0,05% e incubado a temperatura ambiente durante até uma semana. As UFCs de

leveduras foram fotografadas e contadas.

4. Lavagem das méaos

No fluxo laminar, foram realizadas dez lavagens (cinco com o sabonete comum
e cinco com o sabonete anti-séptico) de maos de voluntarios aleatérios encontrados
nas adjacéncias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara. A agua
destilada (para simular a situagao real na qual a agua para lavagem das maos nao é
estéril) utilizada para enxague por meio de piceta foi recolhida em recipientes
individuais estéreis.

Em seguida, essa agua de enxague foi semeada em placas com meio de

cultura Sabouraud-dextrose com cloranfenicol 0,05%. As placas foram entdo
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incubadas a temperatura ambiente por até sete dias. Apds esse periodo, as UFCs
de leveduras foram fotografadas e, das colénias viaveis, foi feito repique e
identificacao.

Também foi feito plagueamento das méaos com auxilio de swab estéril
imediatamente apdés cada lavagem e uma, duas e trés horas apos cada lavagem,

sendo que os voluntarios se encontravam em atividade cotidiana normal.

5. ldentificagéo das leveduras

5.1. Filamentacdo em |lamina de microcultivo

Colbnias de levedura devem ser identificadas quando puras, ou seja, sem
contaminacgao bacteriana ou mistura de espécies. Deve-se realizar entdao um repique
em meio Sabouraud-dextrose de cada colbnia distinta e, confirmada sua pureza, é
feita a identificacdo (ANVISA).

A formacgao de tubo germinativo e a filamentagdo em cultivo em Iamina sao as
provas fisioldgicas mais indicadas para identificacdo de Candida albicans e Candida
sp. Quando a levedura forma hifas hialinas ramificadas sem fragmentacao,
provavelmente pertence ao género Candida e se houver formagao de clamidosporos
terminais caracteristicos, trata-se de Candida albicans (ANVISA).

Para o cultivo em lamina, foram selecionadas colénias em oito placas obtidas
com as lavagens. Apos um repique de 24 horas, as leveduras foram individualmente
semeadas com agulha na forma de estrias paralelas em Iamina contendo agar fuba

(CornMeal agar®) com tenso-ativo tween 80 sobre um suporte em ambiente esteéril
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umido dentro de placas de Petri. As laminas foram recobertas com laminulas de
vidro e apods incubacgao por 48h em temperatura ambiente, as preparag¢des foram

examinadas em microscoépio 6tico (ANVISA).

5.2. Triagem por ChromagarTM

O ChromagarTM Candida (Microbiology, France) foi preparado de acordo com
as instrugdes do fabricante. Todos os oito isolados foram repicados em &gar
Sabouraud e mantidos a 37°C por 24 h. Em seguida, foi feito um in6culo em PBS
para que cada cepa/amostra tivesse suas células contadas em camara de Neubauer
até concentragao final de 10° células/ml. Entdo, dispensou-se 100ul do indculo em
placas de ChromagarTM contendo pérolas de vidro.

A interpretacdo do resultado da leitura das placas se deu através da

observacao da morfologia e da pigmentagao das colénias (ARAUJO et al, 2005).

5.3. Identificagdo por PCR

O primeiro passo foi o crescimento dos micro-organismos selecionados em
caldo YPD por 18 horas. ApOs esse periodo e homogeneizagdo em vortex, duas
por¢cdes de 1,5 ml de cada amostra foram recolhidos em microtubos, que foram
entao centrifugados por 3 minutos a 10000 r.p.m. a 4°C. Foram feitas duas lavagens
(até que o sobrenadante ficasse suficientemente limpido), descartando-se o
sobrenadante e adicionando-se PBS estéril para nova centrifugacgao.

Depois de descartar o sobrenadante pela segunda vez, o DNA genémico dos

isolados foi extraido conforme o protocolo descrito originalmente por Doyle and
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Doyle (1990) e modificado por Sardi et al (2011). As amostras foram submetidas a
solugéo de lise celular (NaCl 5M; Tris - HCI 1M; EDTA 0,5M; SDS - 0,5%; pH 8,5) e
apos agitagdo vigorosa, foram centrifugadas por 15 minutos a 10000 r.p.m. Em
seguida, foram purificadas em solugdo de cloroformio:alcool isoamilico. Apos
centrifugacdo, ao sobrenadante obtido, foi adicionado isopropanol gelado e
centrifugou-se por mais 20 minutos. Os tubos contendo o DNA foram armazenados a
-20°C por 48h. O DNA extraido foi entdo precipitado com isopropanol e etanol 70%
para depois ser ressuspendido em tampao TE.

O controle positivo utilizado foi DNA purificado das espécies: C. albicans, C.
dubliniensis, C. glabrata e C. tropicalis.

Para realizacdo de PCR espécie-especifico, ao DNA extraido, foi adicionado
tampéao contendo dNTP 20nM; MgCl, 50mM; TagPolimerase U/ul, além dos primers
especificos forward e sense. Ao gel de agarose utilizado na eletroforese, foi
adicionado 100 bp DNA ladder, Gibco, Grand Island, NY, USA e a eletroforese
correu em tampao de corrida Tris-borato-EDTA (pH 8,0).

O DNA foi entdo corado com solucédo de brometo de etidio e a visualizacao se

deu sob luz UV.

TABELA 1 — Primers e condi¢cdes térmicas utilizados nas PCRs
Primers Condic¢des térmicas
5-TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT-3’ 38 ciclos—94°C/1min, 53°C/1min e

Espécies
C. albicans

C. dubliniensis

C. tropicalis

C. glabrata

5'-ACTGCTCAAACCATCTCTGG-3’

5'-CACAAGGCAAATGAAGGAAT-3
5-GTATTTGTCGTTCCCCTTTC-3’

5-GTGTTGTGTGCACTAACGTC-3'
5'-CACCCAAACAATTACCAAGT-3

5'-TGCAAACTCTTTACCTGGAT-3’

5'-GGAGATAGACTGGGCGTTAT-3’

72°C/30s

38 ciclos—94°C/1min, 54°C/1min e
72°C/30s

36 ciclos—94°C/1min, 51°C/1min e
72°C/30s

30 ciclos—94°C/1min, 56°C/1min e
72°C/30s
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6. Teste de sensibilidade aos sabonetes (conforme CLSI M27-A2)

O teste de sensibilidade a ambos os sabonete, comum e bactericida, foi
realizado apenas com as duas cepas identificadas. Foram utilizadas apenas as
linhas A, B e C (C. krusei) e F, G e H (C. albicans) das placas de microdiluicdo. O
procedimento para cada sabonete foi feito em placas distintas.

Para a preparacao das amostras, foi pesado 1g de cada sabonete que foram
diluidos em 10mL de agua estéril (VOLOCHTCHUK et al, 2000). Foi realizada entao
diluicdo 1:10 (alcangando a concentragao de 1%) em meio RPMI suplementado com
2% de glicose.

Seguiu-se a metodologia padronizada CLSI M27-A2 para microdiluicdo em
placa de 96 pogos. Para tanto, nos pogos 2A e 2F colocou-se 200ul de amostra de
sabonete. A seguir adicionou-se 100ul de RPMI+glicose em todos os pogos da
coluna 3 a 12 e das linhas A, B, C, F, G e H. A coluna 12 ficou apenas com 100ul de
RPMI+glicose para tornar-se o controle positivo do teste. Nas colunas de 2 a 11 das
linhas A, B e C foram colocadas diluicdes decrescentes do sabonete, retirando-se
100ul do pogo 2A e colocando no pogo 3C. Com a devida homogeneizagao,
novamente foram retirados 100ul do pogo 3C e colocados no poco 4D, e assim
sucessivamente, até o pogo 11C, quando se desprezou o conteudo. O mesmo
procedimento se fez com as linhas F, G e H.

Para os controles negativos (primeira coluna da placa) e positivos (ultima
coluna da placa), foi utilizado meio RPMI puro e RPMI + indculo, respectivamente.

Para a realizacéo desse teste, foram preparados inoculos de concentracdo 10*

células/ml a partir das oito amostras obtidas anteriormente. Para isso, foi feito
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repique das colbnias 24h antes de sua aplicacdo ao teste de sensibilidade. Com
auxilio da Cémara de Neubauer (ldmina de microscopia com marcagdes em
quadrantes, de medidas conhecidas, para contagem de células), as células foram
contadas em um dos quadrantes até que fosse obtida a concentragdo desejada de
acordo com o calculo: numero de quadrantes menores (16) x numero de quadrantes
maiores (4) x diluigao (2,5) x numero de células contadas (conforme CLSI M27-A2).

Foram utilizadas placas estéreis de microdiluicdo descartaveis, com 96 pocos.
Os in6culos foram entao dispensados nos pogos das colunas de 2 a 12 das linhas
testadas em volumes de 100 ul.

As duas placas foram incubadas sob agitacdo a 37C por 24h e revelou-se

colocando-se 10ul de corante Alamar Blue diluido 1:10 em agua estéril em cada

POGO.

7. Formacdao de biofilme e avaliacédo da eficacia dos sabonetes

Para a formacao de biofiime, as duas cepas C. albicans e C. krusei obtidas
anteriormente foram repicadas em meio Sabouraud a 37°C por 24h. Foi feito um
in6culo em PBS para cada cepa. Depois, as células foram contadas em Camara de
Neubauer com concentragdo final de 10" células/ml. Dispensou-se 100ul em todos
os pocgos das linhas A, B, C para C. krusei e F, G, H para C. albicans em duas
placas. A incubacgao a 37°C por 4h permitiu formacao da pré-adesdo nos pogos das
placas (RAMAGE et al, 2001, modificado).

As linhas A e F foram utilizadas como controle de crescimento do biofilme.
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As linhas B, C e G, H, foram adicionadas diluicdes decrescentes dos sabonetes
comum e anti-séptico, respectivamente, colocando-se 200ul de in6culo em cada
poco, partindo da concentracdo de 100% nos pocos 2B e 2G.

Cada concentragao de cada sabonete foi feita separadamente em eppendorfs. As
placas foram incubadas sob agitacao a 37°C por 24h. Em seguida, foi preparada
solugcao 0,5mg/ml XTT em PBS estéril com 25uM/ml de menadiona. Ao biofilme, foi
acrescentado 30ul da solugdo de XTT-menadiona em cada pogo e as placas foram
incubadas por 2h a 37°C.

Os sabonetes foram testados durante a formagao dos biofilmes.
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Resultados

1. Pesquisa de micro-organismos em mao sem assepsia

Na figura 1, é possivel observar o crescimento de colénias nos meios de cultura
que foram colocados em contato com os dedos das maos de voluntarios ao longo do
dia. Os resultados representados na figura 1 demonstram que muitas vezes, maos
tornam-se fonte de contaminagbes que podem evoluir para agravos indesejados a

saude.

FIGURA 1 - Placas semeadas
ap6s contato com maos sem
assepsia prévia de voluntérios.




2. Controle negativo da pesquisa de micro-organismos em sabonetes

Foi constatado, através do controle negativo, que os sabonetes

apresentavam contaminagao antes de haver o contato durante as lavagens.

FIGURA 2 — Placas semeadas com RPMI+glicose ap6s 24h
de contato com o sabonete comum sem uso. N&o se
observou crescimento apds incubac&o por uma semana.

FIGURA 3 — Placas semeadas com RPMI+glicose apds 24h
de contato com o sabonete anti-séptico sem uso. Nao se
observou crescimento apds incubac&o por uma semana.
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3. Pesquisa de micro-organismos nas saboneteiras durante o uso

compartilhado dos sabonetes

Saboneteiras também podem albergar micro-organismos que podem ser
transmitidos devido ao freqiente contato na hora de usar o sabonete. A umidade é

um fator importante na proliferacao, especialmente de bolores e leveduras.

FIGURA 4 — Placa semeada com RPMI+glicose
usado na lavagem da saboneteira do sabonete
comum ap6s uma semana de uso.

FIGURA 5 — Placa semeada com RPMI+glicose
usado na lavagem da saboneteira do sabonete
anti-séptico ap6s uma semana de uso.
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4. Lavagem das méos

As cinco placas que foram semeadas com a agua das lavagens das m&os com
0s sabonetes em barra comum e anti-séptico estdo expostas nas figuras 6 e 7,
respectivamente. As colbGnias cresceram apds uma semana de incubacdo em
temperatura ambiente e s6 entdo foram transferidas para tubos inclinados de meio
Sabouraud acrescido de cloranfenicol 0,05%. A partir desses repiques, foram feitos
os testes de triagem e identificacdo de 10 col6nias isoladas das placas obtidas. As

colénias foram escolhidas conforme a viabilidade de serem isoladas.

FIGURA 6 — Placa semeada com agua da
lavagem de méos utilizando o sabonete
comum. Foram observadas colbnias apés
incubagdo por uma semana.
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FIGURA 7 — Placa semeada com agua da
lavagem de méos utilizando o sabonete anti-
séptico. Foram observadas coldnias apés
incubacdo por uma semana.

5. Identificagéo das leveduras

5.1. Filamenta¢cdo em lamina de microcultivo

Depois de passadas 24h do cultivo em lamina, em seis das oito coldnias

selecionadas obtidas das lavagens das maos foi observada filamentacéo, sendo que
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apenas um dos resultados apresentou formacdo de clamiddésporo terminal,

caracterizando a espécie Candida albicans.

TABELA 2 — Resultado de microcultivo em lamina das colbnias testadas.
Levedura Obtida da lavagem com Resultado do microcultivo

sabonete: em lamina

A Comum Filamentagao com
clamiddésporo terminal

B’ Anti-séptico Filamentagao sem
clamiddésporo terminal

C Comum Nao houve filamentagéo

D’ Anti-séptico Filamentag&o sem
clamidésporo terminal

E Anti-séptico Filamentagao sem
clamiddésporo terminal

F Anti-séptico Filamentagao sem
clamidésporo terminal

G Comum Filamentagdo sem
clamiddésporo terminal

H Comum Nao houve filamentagao

A presenca de filamentagcdo no microcultivo € evidéncia provavel de as amostras

se tratarem de espécies do género Candida.

5.2. Triagem por ChromagarTM

Duas, das oito leveduras, puderam ser identificadas por meio da inoculagdo em

ChromagarTM. Uma delas identificou-se como C. krusei, pois mostrou

caracteristicas morfolégicas e pigmentagcdo das coldnias compativeis com esta
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espécie. A segunda levedura identificada apresentou col6nias de cor verde e
rugosidade na parte externa, caracterizando C. albicans.

Os seis isolados restantes apresentaram-se indefinidos.

FIGURA 8 - Placa de ChromagarTM
apresentando colbnias de cor verde, o que
indica Candida albicans.

FIGURA 9 - Placa de ChromagarTM
apresentando coldnias de cor rosea, 0 que
indica Candida krusei.

5.3. Identificacéo por PCR

Logo apdés a extragdo do material genético das leveduras das amostras
obtidas nas lavagens, o mesmo foi submetido a eletroforese em gel de agarose

para que fosse comprovada a existéncia de DNA purificado. Na FIGURA 10, é



39

possivel observar bandas no gel da PCR, o que evidencia que o material genético

foi extraido das células com sucesso.

FIGURA 10 - Gel de PCR com bandas
evidenciando presenca de material genético
purificado. Cada pogo (coluna) contém
amostra de uma das leveduras obtidas nas
lavagens. Na ultima coluna esta o peso
molecular utilizado como referéncia.

Depois de realizadas as PCR com os primers referentes as espécies C.
albicans, C. dubliniensis, C. glabrata e C. tropicalis, foram feitas novas eletroforeses
em gel de agarose. No gel |, estdo os resultados das PCRs referentes a C. glabrata,
C. dubliniensis e no gel Il, C. albicans e C. tropicalis, nessa ordem.

Foi possivel concluir que, dentre as leveduras obtidas nas lavagens, nao
existem exemplares de C. glabrata, C. tropicalis e C. dubliniensis e que

possivelmente a levedura A’ trata-se de C. albicans.
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FIGURA 11A — Gel | (a esquerda) contendo resultado de PCR referente a C. glabrata (metade
de cima do gel) e C. dubliniensis (metade de baixo do gel) e gel Il (a direita) contendo
resultado de PCR referente a C. albicans (metade de cima do gel) e C. tropicalis (metade de
baixo do gel).

O A O
© O

Figura 11B — Legendas das bandas representadas no gel de PCR. Os retangulos delimitam
0 peso molecular (ladder); os circulos assinalam o DNA padrdo de cada espécie analisada e
o triAngulo mostra a banda encontrada em uma das amostras. As demais bandas
representam residuos reacionais das PCRs realizadas.
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6. Teste de sensibilidade aos sabonetes

Nas figuras 12 e 13, é possivel observar o resultado do teste de sensibilidade a
ambos os sabonetes, comum e anti-séptico, frente aos indculos A’ e F’ obtidos das

lavagens de maos e identificados como C. albicans e C. krusei, respectivamente.

C. krusei

C.albicans

FIGURA 12 — Placa de microdiluicdo: teste de sensibilidade ao sabonete comum
frente aos indculos de C. krusei e C. albicans obtidas nas lavagens de méaos.

C. krusei

C.albicons

FIGURA 13 — Placa de microdiluicdo: teste de sensibilidade ao sabonete anti-
séptico frente aos indculos de C. krusei e C. albicans obtidas nas lavagens de
mé&os.
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A leitura do resultado pode ser simplificada da seguinte maneira:

Os valores de CIM do sabonete comum frente aos inoculos A’ e F' sdo 0,5ug/ml e
0,25ug/ml, respectivamente, ao passo que os valores de CIM do sabonete
bactericida frente aos mesmos indculos sdo 0,062ug/ml e 0,015ug/ml,
respectivamente. Ou seja, até essas concentragdes, os sabonetes apresentam efeito
fungicida contra as cepas de C. krusei e C. albicans encontradas em maos

humanas.

7. Formacéo de biofilme e Avaliacéo da eficacia dos sabonetes

Nas placas onde ha o biofilme, a leitura foi possivel pela redugao do XTT, que
gera uma coloragao alaranjada correspondente a atividade metabdlica do biofilme.
Portanto, todos os pogos demonstram que as cepas nos biofilme estdo
completamente vivas, constatando que nenhum dos sabonetes foi efetivo contra as
leveduras durante a formacgao do biofilme.

Cabe esclarecer que a leitura dos resultados foi realizada de forma visual.
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FIGURA 14 — Placa contendo biofilme em formacédo. O sabonete anti-séptico nao foi
eficaz frente aos in6culos de C. krusei e C. albicans obtidas nas lavagens de méos.

C. krusei

C. albicans

FIGURA 15 — Placa contendo biofilme em formac&do. O sabonete comum ndéo foi
eficaz frente aos in6culos de C. krusei e C. albicans obtidas nas lavagens de méos.
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Discussao

O presente trabalho foi idealizado e realizado a fim de se demonstrar, por meio
de verificagdes preliminares, a importancia do habito de higiene das méos, além de
por a prova a eficiéncia e confiabilidade de produtos amplamente utilizados pela
populacao brasileira: os sabonetes em barra.

Dentre as leveduras de maior importancia clinica, Candida esta entre as seis
maiores responsaveis por infecgdes hospitalares em geral, além de ser a quarta
maior causadora de infeccdes sistémicas, ndo sendo necessariamente C. albicans
(COLOMBO et al, 2000). Dessa forma, os profissionais tendem a centrar a
preocupacao especificamente em C. albicans, muitas vezes desconsiderando a
importancia clinica das demais espécies.

Essa grande incidéncia, que pode ser atribuida a capacidade de aderéncia de
tais leveduras (TAMURA et al, 2003), apresenta relevancia terapéutica por se tratar
de uma questdo de resisténcia observada entre as espécies Candida frente a
diversos antifungicos (AZEVEDO et al, 1999). Contudo, a identificacdo de C. krusei
torna-se importante uma vez que esta espécie é considerada intrinsecamente
resistente ao fluconazol (BOUCHARA et al, 1996).

Neste trabalho, foi ainda enfatizada a importancia clinica de agentes fungicos,
como bolores e leveduras, nas infecgdes que podem acometer os seres humanos,
principalmente aqueles cujo sistema imune é fragil, como € o caso de criangas,
idosos e enfermos. Especialmente em ambientes hospitalares, é frequente a
formagado de biofilme por espécies fungicas que podem ser isoladas de cavidade

bucal (LI et al, 2003) e atuarem como agentes infecciosos nosocomiais. A
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prevaléncia desse fato, no entanto, € observada em cepas de espécies nao albicans
(SHIN et al, 2002).

Através das culturas microbiologicas obtidas a partir de m&os humanas em
condi¢cbes normais do dia-a-dia, foi possivel evidenciar que estas certamente atuam
como veiculo de disseminagao de muitas doengas, inclusive as de origem fungica.
Dentre elas, estdo micoses que podem evoluir para formas mais graves,
dependendo da resposta imune do hospedeiro.

Em geral, foi notado que nas placas de meio Sabouraud-dextrose semeadas
com as amostras do sabonete anti-séptico houve maior crescimento de colbnias
quando comparado ao sabonete comum. Isso pode ser explicado pela agao
bactericida do extrato de propolis que, ao inibir o crescimento de espécies
bacterianas, contribuiu para a proliferacdo das espécies fungicas por reduzir a
competicdo ambiental entre os géneros.

A identificacdo de leveduras por ChromagarTM (uma das técnicas utilizadas
neste trabalho) permite uma identificacdo presuntiva por meio da hidrélise dos
substratos enzimaticos contidos no meio com hexoaminidases presentes em cada
especie de Candida, permitindo a identificacdo da levedura de acordo com a
pigmentacéo exibida pela coldnia apds o periodo de 24 a 48 horas (QUINDOS et al,
2001). Na identificagdo de leveduras por esse método, comumente verifica-se a
coloracao résea no caso de C. krusei (ODDS et al, 1995; COOKE et al, 2002). No
entanto, coloragdes rosa a lilas também podem ser vistas em colbnias de C.
parapsilosis ou C. glabrata, o que dificulta a interpretacdo do teste. Dessa forma,
faz-se sempre necessaria a utilizagdo das demais caracteristicas das colonias, tais

como rugosidade e extensao das bordas (GARCIA-MARTOS et al, 1998).
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Em relagdo aos biofiimes formados e testados frente aos sabonetes, a
conclusao que pode ser tirada € que, por se tratarem de comunidades celulares
tridimensionalmente estruturadas e embebidas em uma matriz extracelular
polimérica aderente (BLANKENSHIP et al, 2006) que confere resisténcia a inimeros
agentes antifungicos, dificilmente tais estruturas cederiam ao uso de sabonetes.
Ainda que testados durante a formagcdo do biofiime e nado depois dele ja
estabelecido, os sabonetes, tanto 0 comum como o anti-séptico, ndo se mostraram
capazes de eliminar tal formacdo microbiana. No entanto, houve certa reducao da
carga fungica uma vez que, mesmo apresentando coloragdo laranja do corante
indicando atividade metabdlica, foi percebida variacdo na intensidade da coloragao
de acordo com a concentragcdo do sabonete. Nao foi feita leitura por
espectrofotometria porque o equipamento encontrava-se em manutengdo no
laboratério ndo podendo ser concluida em tempo habil para o término deste
trabalho. Portanto, tratou-se de um resultado qualitativo.

Os resultados obtidos também puderam mostrar que mesmo que a lavagem
das maos com sabonete possa, de fato, contribuir para a redugdo da carga
microbiana que adquirimos do ambiente, muitas vezes aqueles produtos que
deveriam auxiliar na desinfeccdo, como € o caso dos sabonetes, acabam se
tornando aliados no processo de contaminagdo, disseminagao e transmissao de
micro-organismos entre as pessoas. Isso ocorre porque as substancias
conservantes nas formulacbes desses produtos podem ndo estar presentes nas
condicodes e teores adequados.

Por fim, o sabonete anti-séptico mostrou-se mais ativo que o comum tanto no

teste de sensibilidade quanto frente a formacéo de biofilme. E possivel que o efeito
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antimicrobiano do extrato de propolis seja em parte eficaz contra espécies de
Candida, no entanto ainda devem ser estudadas a concentragcdo ideal e as
condigdes para que seja realmente eficiente contra os fungos patogénicos aos seres
humanos.

Atualmente, sdo raras as pesquisas relativas a contaminacdo fungica em
produtos de higiene pessoal, o que torna relevante a realizacdo de um trabalho
exclusivo de verificagdo de contaminagcdo fungica nesses produtos. Agentes
antimicrobianos utilizados nessas preparacbes devem ter seguranca e eficacia
comprovadas por testes de desafio do produto, pois tais substancias apresentam
toxicidade que pode causar sensibilizagcdo, alergia e até intoxicacdo ao usuario
(EGUCHI, 2001). Teste desafio de produtos se baseia na inoculagdo de micro-
organismos conhecidos em diferentes concentragbes (geralmente 30, 50, 70 e
100%) no produto que se pretende avaliar. Ao final do teste, o produto pode entéo
ser classificado quanto a sua capacidade preservante (BRANNAN et al, 1987).

Devido a isso, o presente trabalho teve o intuito de atentar a legislagao vigente
quanto a importancia do poder conservante dos produtos usados para higiene
pessoal frente a espécies fungicas, em especial no que diz respeito aos sabonetes
em barra, uma vez que os sabonetes testados ndo foram eficazes nas lavagens de
maos em relacao a leveduras de potencial patogénico.

No entanto, ainda cabem outros testes variados de identificacdo (como
auxanograma) e maior amostragem (maior numero de voluntarios acompanhados
por periodos mais longos), além da realizagéo de triplicata em cada um dos testes,
para que esse trabalho se torne suficientemente fiel a realidade de contaminacgdes

cruzadas, foco de disseminacdes, etc.
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Conclusdes

| — As espécies de leveduras do género Candida presentes nas palmas das
maos de individuos saudaveis mostraram-se possiveis focos de contaminacédo e
disseminacgao de diversas doencas fungicas que podem evoluir a formas sistémicas
ou mesmo acometer individuos debilitados, como ocorre nas infecgdes hospitalares.
Verificou-se entdo que a higienizacdo das maos por meio de sabonetes em barra
nao é suficiente para eliminar tais cepas e evitar problemas maiores. No entanto, foi
observada uma nitida redugdo da carga microbiana logo apods a lavagem, mas que

em pouco tempo ja pode ser restabelecida.

Il — Os antimicrobianos presentes nas formulagdes de sabonetes em barra,
sobretudo os testados nesse trabalho, devem sempre ter seguranca e eficacia

comprovadas por testes de desafio do produto.

[l - Concentragdes e condi¢des ideais desses agentes antimicrobianos ainda
devem ser estudadas e fiscalizadas por o6rgaos competentes para que eles
apresentem e garantam real eficiéncia contra as espécies de fungos patogénicos,

como € o caso de Candida spp.
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