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Torres LC. Interacdo Candida albicans com Acinetobacter baumannii E
Klebsiella pneumoniae em biofilmes multiespécies [dissertacdo]. Sdo José
dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2016.

RESUMO

Interacdes entre micro-organismos ocorrem na natureza. O conhecimento
das modificacBes estruturais, metabdlicas e comportamentais de Candida
albicans em interacbes com outros micro-organismos nos biofilmes,
podem esclarecer os eventos que ocorrem quando estes micro-
organismos interagem na natureza ou nos tecidos do hospedeiro e podem
beneficiar as estratégias de controle da candidose. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar interacées microbianas de C. albicans em biofilmes
multiespécies e avaliar a patogenicidade dessas interacdes. Foram
realizadas interacbes entre cepas padrdao de C. albicans, com
Acinetobacter baumanni e Klebsiella pneumoniae em biofilmes, avaliando-
se a contagem de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).
Foram também avaliadas interagbes com cepas padrdo de Candida
albicans com dois isolados clinicos de cada um dos micro-organismos (A.
baumannii e K. pneumoniae). A patogenicidade dos micro-organismos
isolados e em interacbes com C. albicans foram avaliadas no modelo
experimental Galleria mellonella. Houve aumento no crescimento de C.
albicans em biofilme in vitro quando em interagdo com as cepas clinicas
testadas. A interacao in vitro de C. albicans com A. baumannii favoreceu o
crescimento de C. albicans de forma significativa e ndo afetou A.
baumannii, com maior aumento na interagdo com as cepas clinicas.
Exceto para a cepa clinica 1, a interacdo com K. pneumoniae também
estimulou o crescimento de C. albicans, mas em menor intensidade
guando comparado a interacdo entre C. albicans e A. baumannii.
Concluséo: a interacdo de C. albicans in vitro com A. baumannii ou K.
pneumoniae foi favoravel para C. albicans exceto em interacdo com cepa
clinica 1 de K. pneumoniae, onde houve reducé@o no crescimento de C.
albicans. Houve reducdo na porcentagem de morte de G. mellonella
quando inoculada com C. albicans e cepa clinica 2 de K. pneumoniae ou
guando G. mellonella foi inoculada com C. albicans e cepa clinica 2 de A.
baumannii.

Palavras-chave: Candida albicans. Interagcbes micro-organismos.
Bactérias. Galleria mellonella.



Torres LC. Interaction Candida albicans with A. baumannii and Klebsiella
pneumoniae in multi-species biofilms. Sdo José dos Campos (SP):
Institute of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista;
2015.

ABSTRACT

Interactions among microorganisms occur in nature. The knowledge of
structural, metabolic and behavioral modifications of Candida albicans in
interactions with other microorganisms in biofilms can clarify the events
that occur when those microorganisms interact in nature or in host tissue
and can benefit in strategies to control candidiasis. The aim of this study
was to evaluate the microbial interactions of C. albicans in multispecies
biofiilms and evaluate the pathogenicity of these interactions. Were
performed interactions between standards strains of C. albicans with
standards strains of Acinetobacter baumannii and Klebsiella
pneumoniae in biofilms, evaluating the counts of colony forming units per
milliliter (CFU / mL). Were also performed interactions between standard
strain of C. albicans with two clinical isolates of each one of the
microorganisms (A. baumannii and K. pneumoniae). The pathogenicity
of the isolated micro-organisms and in interaction with C. albicans was
evaluated in Galleria mellonella experimental model. There was an
increase in the growth of C. albicans in in vitro biofilm when interacting
with the clinical strains tested. The interaction in vitro between C. albicans
and A. baumannii favored the growth of C. albicans significantly and did
not affect A. baumannii, with the biggest increase in interaction with the
clinical strains. Except for clinical strain 1, the interaction with K.
pneumoniae also promoted the growth of C. albicans, but at a lower
intensity compared to the interaction between C. albicans and A.
baumannii. Conclusion: The interaction in vitro between C. albicans with
Acinetobacter baumannii or K. pneumoniae was favorable for C.
albicans except in the interaction K. pneumonia clinical strain 1, in which
there was a reduction in the growth of C. albicans. There was a reduction
in the percentage of G. mellonella death when inoculated with C.
albicans and K. pneumoniae clinical strain 2 or when G. mellonella was
inoculated with C. albicans and A. baumannii clinical strain 2.

Keywords: Candida albicans. Microrganisms interactions. Bacteria.
Galleria mellonella.



1 INTRODUCAO

Estima-se que 80% dos casos de doencas infecciosas em
humanos estdo relacionadas a biofilmes patogénicos. Biofilmes sé&o
formados por comunidades de micro-organismos embebidos em uma
matriz extracelular formando um complexo tridimensional, presentes em
superficies abidticas ou biéticas (Jorge, 2012; Harriot, Noverr, 2011).

A matriz extracelular do biofilme pode restringir a
penetracdo de agentes antimicrobianos e levar a maior resisténcia dos
micro-organismos a estes antimicrobianos. A producdo de uma matriz
extracelular polimérica e a transferéncia de genes de resisténcia
favorecida pela alta densidade celular podem contribuir para o aumento
da resisténcia do biofilme aos antibioticos (Kart et al., 2014).

O fungo mais encontrado em biofilmes é Candida albicans
(Harriot, Noverr, 2011), que pode crescer em forma de leveduras, hifas ou
pseudo-hifas (dimorfismo), podendo causar dois tipos de infeccdes
humanas: superficiais como candidoses muco cutaneas e infeccdes
sistémicas (Mayer et al., 2013).

Interacbes entre fungos e bactérias ocorrem fisica e
guimicamente (Krom et al., 2014). Os mecanismos de interacdo dos
biofimes multiespécies associados a Candida ainda ndo estao
completamente elucidados, demonstrando uma eminente necessidade de
conhecimento destas interacoes.

A capacidade de resisténcia dos micro-organismos Gram-
negativos Acinetobacter baumanniii e Klebsiella pneumoniae aos
antimicrobianos torna-os importantes alvos de estudo no presente
trabalho. K. pneumoniae é um bacilo Gram-negativo, anaerdbio

facultativo, atriquio, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Vivem em
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aguas superficiais do solo, nas plantas e como comensal residente da
nasofaringe e trato gastrointestinal de mamiferos. E considerado
atualmente um dos patdgenos oportunistas mais importantes, causando
infeccbes hospitalares e infec¢cdes polimicrobianas, especialmente em
individuos imunocomprometidos. As taxas de infeccdo aumentam em
ambientes hospitalares quando relacionados a utilizacdo de agentes
antimicrobianos. O trato gastrointestinal serve como um reservatorio e
muitas vezes € fonte de infec¢Oes latentes (El Fertas-Aissani et al., 2013).

Outro patdgeno hospitalar de importancia € Acinetobacter
baumannii, um cocobacilo Gram-negativo que causa infeccdo na corrente
sanguinea, trato urinario, pele, infec¢cdes dos tecidos moles e pneumonia
(Higuchi et al., 2013; Vinogradov et al., 2014; Longo et al., 2014).

Galleria mellonella tem sido usada como modelo para
estudo da patogenicidade de isolados clinicos de levedura e bactérias
pois, tem uma resposta imune similar aos mamiferos e a defesa do
hospedeiro contra a candidose invasiva baseia-se principalmente na
ingestdo e eliminacdo de células fungicas, por células denominadas
hemécitos que fardo a fagocitose, semelhante as células fagocitarias de
mamiferos (Borghi et al., 2014; Thomas et al., 2013).

Este trabalho contribui para elucidar o comportamento de
C. albicans em interacdo in vitro e in vivo com A. baumannii e K.
pneumoniae, para que futuramente possamos compreender como
eliminar estes micro-organismos em biofilme, pois os mesmos geralmente
ndo se encontram isolados na natureza e o comportamento destes em

biofilme multiespécie ainda ndo estd bem esclarecido.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candida albicans

Candida albicans € um fungo polimérfico, membro da
microbiota humana enddgena podendo colonizar a mucosa da orofaringe,
genital e gastrointestinal de 30 a 70% dos individuos saudaveis. Por
outro lado, Candida spp. € também a causa mais comum de infec¢cdes
fungicas, podendo causar candidose vulvovaginal, candidose orofaringea
ou infecgdes sistémicas graves e com risco de vida, tais como candidose
disseminada e fungemia. Nos EUA, a infeccdo por Candida € a quarta
mais comum em hospitais e candidose sistémica esta associada a taxas
de mortalidade de até 50% (Polke et al., 2015).

Quase todos os seres humanos sao infectados com este
fungo. Na maioria das pessoas, a infeccdo nd&o produz quaisquer
sintomas porque o sistema imunolégico é capaz de controlar o fungo. No
entanto, se a defesa do organismo falhar, o fungo é capaz de se espalhar
e pode conduzir a uma doenca grave, podendo ser fatal em 42% dos
casos (Ford et al., 2015).

Candidose orofaringea € prevalente em 90% dos
pacientes com HIV / AIDS, durante a progressao da infec¢do pelo virus.
Também é comum (estimado de 20-80% dos doentes) em individuos
apos a radioterapia para o tratamento de neoplasias de cabeca e
pescoco. Durante os periodos de trauma, ou neutropenia C. albicans
pode disseminar para a corrente sanguinea e causar doenca sistémica
(Hall, 2015).

Sendo o fungo patogénico mais comumente adquirido no

hospital, C. albicans frequentemente forma biofilmes em dispositivos
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médicos implantados e muitas vezes leva a doencga disseminada letal
(Mitchell et al., 2015).

O fungo € controlado pela microbiota normal, barreiras
epiteliais e pelo sistema imune inato (Gow, Hube, 2012). Fatores de risco
comuns para o desenvolvimento de candidemia incluem tratamentos em
unidades de terapia intensiva, cateteres venosos centrais, multiplos
traumas, idade avancada, imunossupressao (grave, nheutropenia,
antibiotico terapia, tumores solidos e neoplasias hematolégicas malignas
(Polke et al., 2015).

As mulheres sdo mais propensas a desenvolver infeccéo
por Candida, assim como a presenca de alguns fatores pré-existentes
como Diabetes melltus e infeccbes sistémicas em pacientes
imunocomprometidos (Padawer et al., 2015).

A habilidade de C. albicans habitar diversos nichos do
hospedeiro € suportada pelos seus fatores de viruléncia como capacidade
de aderéncia, morfismo de leveduras para hifas, secrecédo de proteinases,
habilidade de formar biofilmes, dentre outras (Mayer et al., 2013;
Junqueira et al.,, 2011). Segundo Rane et al. (2014) a inibicdo de
aderéncia de C. albicans é um alvo promissor para interromper 0S
estagios iniciais de formacéao de biofilme de C. albicans

Uma das caracteristicas do biofilme é a resisténcia a
antimicrobianos de largo espectro. Varios estudos tém demonstrado que
as leveduras sésseis (biofilme) sdo mais resistentes a anfotericina B,
fluconazol, azo6is e equinocandinas quando comparadas com células
planctonicas (Zarei Mahmoudabadi et al., 2014).

Anfotericina B e fluconazol s&o dois importantes
antifangicos sistémicos rotineiramente utilizados para o tratamento e
profilaxia de candidose sistémica. No entanto, alguns isolados de Candida
tais como, C. glabrata e C. krusei séo resistentes ao fluconazol (Zarei
Mahmoudabadi et al., 2014).



13

Apesar da competicAo que ocorre entre bactérias e
fungos, pouco se sabe sobre as identidades das moléculas do quorum
sensing (Qs) e seus efeitos na associacdo de micro-organismos. O
complexo microbiano presente na natureza e em ambientes clinicos,
como trato intestinal humano, envolve uma série de redes de
sinaliza¢des. Alguns estudos demonstraram que a sinalizacéo extracelular
de moléculas bacterianas pode mediar o quorum sensing e moléculas
produzidas por um organismo podem afetar populacfes inteiras de
células. Muitos genes bacterianos, incluindo genes de fatores de
viruléncia, sdo estimulados por estas sinalizagbes de moléculas
produzidas por células individuais da mesma ou de diferentes espécies.
Semelhante as bactérias Candida albicans produz pelo menos duas
moléculas de sinalizagdo chamadas farnesol e tirosol que influenciam seu
crescimento e viruléncia (Oh et al., 2012).

Um dos principais fatores de viruléncia de C. albicans € a
capacidade de formacédo de hifas, um fenbmeno chamado morfogénese
que contribui para a invasdo nos tecidos. Mutantes de C. albicans
incapazes de formar pseudohifas ou hifas verdadeiras tém viruléncia
atenuada. A secrecdo de enzimas hidroliticas, tais como fosfolipases, que
degradam glicerolfosfolipideos das membranas celulares também séao
importantes na destruicdo das células hospedeiras (Silva-Rocha et al.,
2015).

2.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é uma bacilo Gram-negativo nao
flagelado, anaerdbio facultativo, imovel, pertencente a familia

Enterobacteriaceae (El Fertas-Aissani et al., 2013).
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K. pneumoniae € onipresente na natureza. Como habitam
a mucosa da nasofaringe e intestinal de seres humanos, K. pneumoniae
com frequéncia esta envolvida em uma ampla gama de doencas clinicas,
tais como pneumonia, infec¢cdes do trato urinario, infeccbes supurativas,
bacteriemia, meningite e septicemia. InfeccOes causadas por esta
bactéria tém alto indice de mortalidade. Cepas clinicas de K. pneumoniae
produzem quantidades significativas de polissacaridos capsulares (Chen
et al., 2014).

O aumento da incidéncia de K. pneumoniae produtora de
carbapenases € um desafio para saude publica pois, se espalhou pelo
mundo inteiro e atingiu proporcdes endémicas em paises como Israel e
Grécia. As B-lactamases produzidas por Enterobacteriaceae hidrolisam
eficientemente todas as penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos,
carbapenases e também inibidores de B-lactamases (Lee GC, Burges,
2012; Munoz-Price et al., 2013).

K. pneumoniae carbapenase resistente foi relatada pela
primeira vez nos Estados Unidos em 2001. Sua propagacéo tem sido bem
documentada em todo o mundo. Segundo dados do Sistema Nacional de
Vigilancia de Infec¢cdes Hospitalares, a propor¢do de Enterobacteriaceae
resistente ao carbapenem aumentou de 1,2% em 2001 para 4,2% em
2011. Foram relatados casos de bacteriemia devido a falta de antibiéticos
eficazes (Siu et al., 2014).

A patogenicidade de K. pneumoniae é devido a varios
fatores de viruléncia que |he permitem superar a imunidade inata. Esses
fatores incluem capsula, hipermucoviscosidade, lipopolissacarideos,
adesinas, a aquisicao de sistemas de ferro, resisténcia ao soro, formacao
de biofilmes e fimbrias tipo 1 e 3. Acredita-se que a capsula pode ser o
maior fator de viruléncia contra fagocitose e destruicdo por peptideos
antimicrobianos. Ha diferencas nas caracteristicas clinicas de infeccdes
por K. pneumoniae. As infec¢cdes sao relacionadas com a natureza e o

namero de fatores de viruléncia expressos. K. pneumoniae tem o
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potencial para causar principalmente infeccdes respiratérias, urinarias, no
sangue, feridas e recentemente, sindrome de abscesso no figado (El
Fertas-Aissani et al., 2013; Lery et al., 2014; Vuotto et al., 2014; Bandeira
et al., 2014).

O modelo Galleria mellonella tem sido utilizado para
avaliar a viruléncia de K. pneumoniae, pois a implementacdo de modelos
de infeccdo que apresentem respostas aproximadas a doenca humana é
essencial ndo sO para compreensdo da patogénese humana, como
também para testar novas terapias antes que sejam inseridas em estagios
clinicos. Embora a infeccdo de animais vertebrados forneca informacdes
valiosas, modelos de infeccbes alternativas fornecem informacao
comparavel e sdo mais faceis de usar e eticamente aceitavel, além de
que o sistema imunoldgico deste inseto se assemelhar a estagios

precoces de defesas de mamiferos apoés infecgdo (Insua et al., 2013).

2.3 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii sdo cocobacilos Gram-negativos
que nao fermentam lactose (Kim et al., 2015), sendo um importante
patégeno oportunista associada com focos de infecgcbes em unidades de
cuidados intensivos e servicos de cuidados de longo prazo em hospitais
de todo o mundo (Kenyon et al., 2015; KuoLee et al., 2015). A. baumannii
€ responsavel por uma variedade de infeccdes em seres humanos, tais
como pneumonia associada a ventilagdo, meningite secundaria, infeccdes
no sangue, feridas e trato urinario, entre outras (Martinez et al., 2015;
Cristina et al., 2011). As taxas de mortalidade de 35-70% foram relatadas
por pneumonia causada por A. baumannii, bem como o surgimento de
cepas multirresistentes e de tratamento cada vez mais dificil (KuoLee et

al., 2015). Estas cepas sao resistentes a varios antibiéticos, incluindo B-
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lactamicos de amplo espectro, carbapenémicos, aminoglicosideos e
fluoroquinonas (Zarrilli et al., 2007).

A resisténcia a multidrogas em A. baumannii é atribuida a
diferentes mecanismos, incluindo degradacdo, modificacdo, reducao da
permeabilidade e aumento do efluxo de moléculas de antibidticos
(Sharma et al., 2014; Higuchi et al., 2013).

Segundo Obeidat et al. (2014), A. baumannii emergiu nos
altimos anos como um agente infeccioso importante em todo o mundo em
doentes hospitalizados especialmente nos paises em desenvolvimento. A
capacidade de A. baumannii de sobreviver em condicdes desfavoraveis
por prolongados periodos de tempo pode ter contribuido para a endemia
e comportamento epidemiologico deste patdégeno oportunista. A aderéncia
formacdo de biofilme deste micro-organismo parece estar associado a
resisténcia a antibioticos.

A capacidade de A baumannii formar biofilmes e aderir a
células do epitélio respiratério tornam virulentas e aumentam o seu
potencial de colonizar pele humana e mucosa do trato respiratorio. A
colonizacdo bacteriana do trato respiratorio frequentemente precede o
inicio de infec¢do invasiva grave. Os investigadores relataram que a
producdo de biofilme pode tornar as bactérias até mil vezes mais
resistentes ao tratamento com antibiéticos do que o0 mesmo organismo
cultivado em estagios planctdnicos. Por isso, uma das principais razdes
para a persisténcia de A. baumannii em ambiente parece estar
relacionada a sua capacidade de crescer em biofilmes, que os protegem
contra os fatores ambientais adversos (Obeidat et al., 2014).

O estudo de Wand et al. (2012), demostrou que G.
mellonella pode ser utilizado como um modelo muito eficaz para avaliar os
fatores que afetam a viruléncia de A. baumannii. O modelo também foi
capaz de avaliar os efeitos de tratamento antimicrobiano em cepas

sensiveis e resistentes de A. baumannii (Hornsey, Wareham, 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hornsey%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21502628
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2.4 Biofilme e interagdo microbiana in vitro e in vivo

No corpo humano, uma variedade de bactérias e fungos
interagem e coexistem independentemente em hospedeiros saudaveis ou
doentes. As interagdes em biofilmes monotipicos ou heterotipicos podem
ser benéficas ou antagbnicas para as espécies (Park et al., 2014).

Entretanto, biofilmes encontrados fora do laboratorio nao
sdo apenas produzidos por varias bactérias, mas também incluem
eucariontes. Quase 60% a 70% de infec¢cdes hospitalares recentes tem
sido associadas aos dispositivos meédicos inseridos dentro do organismo e
tem sido verificadas bactérias e fungos interagindo juntos sob a forma de
biofilmes. O biofilme ocorre em trés estagios. O primeiro é aderéncia na
camada basal que ocorre ap0s o inicio da incubacdo. Este estigio de
aderéncia virtual é regulado por fatores ndo especificos tais como
interacOes eletrostaticas ou hidrofobicas e através de fatores especificos
como receptores para fibrinogénio e fibronectina. O segundo estagio € o
processo em que C. albicans aderida se multiplica continuamente e as
células de levedura se transformam em hifas formando estruturas
tridimensionais, as quais sao geralmente compostas de leveduras,
pseudohifas e hifas. O ultimo processo é o de maturagdo que € um
aumento quantitativo de substancias extracelulares; o biofilme maduro
permite a levedura Candida se fixar na superficie extracelular, formando
uma estrutura transversal com quadros estruturais. O dimorfismo da
Candida serve como maior fator de influéncia na formacdo de biofilme
(Park et al., 2014; Uppuluri et al., 2010).

Biofilmes multiespécies sdo comunidades sésseis em que
as células de varios micro-organismos estao presentes. Estas células séo
ligadas umas as outras e estdo rodeadas por uma matriz extracelular
polimérica (MEP). A MEP é constituida essencialmente por

polissacaridos, proteinas, DNA e células mortas. Isso pode restringir a
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penetracdo de agentes antimicrobianos e conduzir a acumulacdo de
enzimas de degradacdo antibidtica. A MEP também afeta o pH, a
concentracdo de oxigénio e a disponibilidade de nutrientes nas camadas
mais profundas do biofilme. A producdo de uma MEP e a transferéncia de
genes de resisténcia é favorecida por uma elevada densidade celular que
contribuem para um aumento da resisténcia de biofilmes (Kart et al.,
2014).

As bactérias podem se comunicar com C. albicans por
meio de vérios processos. Por exemplo, as bactérias podem interagir com
C. albicans por interacdes célula-célula, embora a importancia dessa
interacdo em infeccdo seja desconhecida. Na interacdo fuangica-
bacteriana é estudada a densidade de células dependente de secrecao
de mensageiros quimicos solliveis no ambiente conhecidos como quorum
sensing. A secrecdo de moléculas de quorum sensing de fungos e
bactérias regula a expressao de fatores de viruléncia em ambos, o doador
e o receptor. C. albicans responde as moléculas de quorum sensing de
uma variedade de bactérias, incluindo Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cenocepacia, Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis
(Hall, 2015)

A resisténcia intrinseca de biofilmes é multifatorial, mas é
em grande parte devido & matriz extracelular que encerra as células do
biofiime. Embora o acumulo de matriz seja considerado um atributo
especifico do biofilme, ndo esta claro se a matriz resulta do
descamamento do material da parede celular ou se reflete diferentes
atividades das células do biofilme. A primeira evidéncia da constituicdo da
secrecdo veio da descoberta de que os componentes da matriz
polissacaridea tem um componente diferente da parede celular e a
proteina componente da matriz é semelhante as proteinas liberadas,
encontradas na suspensao (Mitchell et al., 2015).

Os biofilmes podem se desenvolver tanto nas superficies

biolégicas como inertes, tais como cateteres intravasculares, préteses e
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implantes. Estudos mostraram que a maior resisténcia a antifUngicos em
biofiimes de Candida ndo depende apenas da densidade ou da idade
celular, mas que as propriedades estruturais do biofilme podem ser tdo ou
mais importantes (Watamoto et al., 2009).

Alguns dos agentes patogénicos que predominam em
dispositivos médicos invadindo e desenvolvendo biofilmes incluem bacilos
Gram-negativos entéricos, tais como Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, espécies de Klebsiella e leveduras do género Candida
(Samaranayake et al., 2014).

Interacbes  entre  micro-organismos  podem  ser
antagobnicas ou benéficas entre as espécies (Piva et al., 2011), diferentes
espécies podem fornecer protecdo uma para outra contra uma resposta
imune ou contra um agente antimicrobiano. Em interacdes de bactérias e
fungos também pode haver modificacdo do ambiente, tal como uma
alteracao de pH, que pode influenciar a formacgao de hifas em C. albicans
(Peleg et al., 2010).

Foi realizada microscopia eletrénica de um biofilme de
Sthaphylococcus epidermidis e C. albicans sobre material de cateter
vascular, que mostrou que a bactéria aderiu a ambas as formas do fungo.
Em comparacdo com um biofilme monoespécie, o biofilme misto parecia
mais resistente a antibiéticos como o fluoconazol e vancomicina.
Concluiu-se que a matriz extracelular formada por S. epidermidis pode
proteger C. albicans do agente fangico (Peleg et al., 2010). Klebsiella
pneumoniae e P. aeruginosa sao frequentemente encontrados em
biofilmes, isolados de feridas apesar da relacdo antagbnica da P.
aeruginosa com outros micro-organismos (Childers et al., 2013).

Desde o final da década de 1980, séo relatados
crescimento de K. pneumoniae em biofilme in vitro, mas a evidéncia clara
de um biofilme in vivo foi fornecida apenas em 1992 por Reid e
colaboradores, que investigou em microscopia eletrénica de varredura

algumas bactérias aderidas as células epiteliais da bexiga de um paciente
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com infecgéo do trato urinario assintomatico causado por K. pneumoniae.
Mais tarde, estudos in vitro demonstraram que cerca de 40% de K.
pneumoniae sdo isoladas n&o s6 a partir da urina, mas também a partir de
expectoracdo, sangue e esfregacos de feridas, foram capazes de produzir
biofilme, bem como cerca de 63% de K. pneumoniae isolados a partir de
amostras de urina de pacientes que sofrem de infec¢des do trato urinario
cateterizados foram positivas para a producdo in vitro de biofilme.
Recentemente, uma elevada taxa de K. pneumoniae isolada a partir de
tubos endotraqueais (ETT) de doentes que sofrem de pneumonia
associada ao ventilador (PAV) foram capazes de formar um biofilme in
vitro (Vuotto et al., 2014).

A formacédo de biofilme também é um fator de viruléncia
de A. baumannii, associado a sobrevivéncia a longo prazo em ambientes
hospitalares que oferece resisténcia aos antibiéticos. (Kim et al., 2015).
As cepas de A. baumannii capazes de formar biofiime podem ser
selecionadas sob pressdo antibidtica e adquir resisténcia a multiplos
antimicrobianos nas comunidades de biofilme. Em qualquer dos casos, a
elevada capacidade de colonizacdo de A. baumannii, combinada com a
sua resisténcia a mdltiplos antimicrobianos, ira contribuir para a
sobrevivéncia do organismo e subsequente disseminacdo no ambiente
hospitalar. Assim, as funcBes do biofiime formado por A. baumannii
incluem ampliar a sua capacidade para resistir a terapias antimicrobianas,
bem como proteger contra tensdes externas, tais como desidratacdo e

disponibilidade limitada de nutrientes (Badave, Kulkarni, 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Badave%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25737985
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar interacdes
de Candida albicans com Acinetobacter baumannii e com Klebsiella
pneumoniae em biofilmes multiespécies e avaliar a patogenicidade

destas intera¢cdes em modelo experimental Galleria mellonella.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem e reativacao dos micro-organismos

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em
Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da
Universidade Estadual Paulista (ICT/UNESP) Campos de S&ao José dos
campos, sob registro 874.660.

Foram utilizadas cepas padrdao de Candida albicans
(ATCC 18804), Acinetobacter baumanni (ATCC 19606) e Klebsiella
pneumoniae (ATCC 4352), além de dois isolados clinicos de A. baumannii
e K. pneumoniae. Os micro-organismos estavam armazenados em freezer
a menos 70 °C no Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de S&o Jose dos Campos/ UNESP.

As amostras clinicas de K. pneumoniae foram
provenientes do Hospital Pio Xl de S&o José dos Campos, SP, e as
amostras de A. baumannii foram provenientes do Hospital Santa Casa de
Séo Jose dos Campos, isoladas de pacientes com infec¢bes pelos
respectivos micro-organismos e identificados pelo Laboratério de Anélises
Clinicas Valeclin da cidade de Séo José dos Campos, Séo Paulo.

Para ativacdo desses micro-organismos, a cepa de C.
albicans foi cultivada em agar Sabouraud Dextrose (Himedia Laboratories,
Munbai, India) e incubada por por 48 h a 37°C e K. pneumoniae e A.
baumannii cultivados em agar MacConkey (Himedia Laboratories,

Munbai, India), respectivamente.
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4.2 Preparo das Suspensodes

Ap6s ativacdo dos micro-organismos as células
microbianas foram centrifugadas (2000 xg/10 min), o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento suspenso em 6 mL de solugdo fisiologica
tamponada com fosfato (PBS). Este procedimento foi repetido por mais
duas vezes. A contagem do nimero de células da suspenséo foi realizada
em espectrofotometro (B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) obtendo-se a
concentracéo de 10" micro-organismos /mL. Os parametros de densidade
Optica e comprimento de ondas utilizados foram 0,381 e 530 nm para C.
albicans. A densidade optica e comprimento de ondas utilizado para as

bactérias Gram-negativas foi 0,6 e 600 nm.

4.3 Biofilme

Os biofilmes foram formados em placas de microtitulacdo
de 96 pocos (Costar Corning, Nova York, EUA). Foram inoculados 100 pl
da suspensdo padronizada de células de C. albicans (107 células/mL) e a
placa foi incubada em agitacdo a uma rotacdo de 75 rpm (Quimis,
Diadema, S&o Paulo) a 37°C por 90 min para efetuar a adesao inicial de
C. albicans.

Depois da fase de adesdo, a suspensdo de células foi
aspirada e cada poco foi lavado duas vezes com PBS para remover as
células frouxamente aderidas. Um total de 100 pL de soro fetal bovino foi
transferido para cada poco e a placa reincubada por 2 h. Apés o periodo
de reincubacao, o soro fetal bovino foi aspirado e os pocos lavados duas
vezes com PBS. Em cada poco foram inoculados 50 pyL da suspenséo
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padronizada dos micro-organismos das associacfes (A. baumanni ou K.
pneumoniae). No grupo controle, foram inoculados 50 pL de PBS.

Para promocdo do crescimento de biofilme, 70 pL de
Yeast Nitrogen Base (YNB- Difco, Detroit, USA) acrescido de 100 mM de
glicose e 30 pl de caldo BHI foram acrescentados em cada pogo. Apos 24
h houve a troca do caldo. As placas foram incubadas a 37°C em estufa

com agitacéo de 75 rpm por 48 h.

4.4 Determinacao do numero de Unidades Formadoras de Colbnias
por mililitro

Apoés 48 h, cada poco foi lavado duas vezes com PBS.
Em seguida, 100 pL de PBS foram transferidos para cada poco e o
biofilme aderido ao fundo da placa foi cuidadosamente homogeneizado
por 30 s utilizando homogeneizador ultrassénico (Vibra Cell VCX 130,
Sonics, Sdo José dos Campos, Brasil) com poténcia de 50 W e
amplificacdo de 25% para romper os agregados microbianos. A partir da
suspensao obtida foram realizadas diluicbes decimais, as quais foram
semeadas em placas contendo meios de cultura seletivos especificos
para cada micro-organismo, agar MacConkey para A. baumannii e para K.
pneumoniae e agar Saboraud Dextrose com Cloranfenicol para C.
albicans. As placas foram incubadas a 37°C por 48 h. Apés incubacéo, as
colénias foram contadas para o célculo de unidades formadoras de

colénias por mililitro (UFC/mL).

4.5 Interagdo de Acinetobacter baumanni ou Klebsiella pneumoniae
com Candida albicans em modelo de Galleria mellonella
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Foram utilizadas G. mellonella em estagio final da fase
larval, as quais foram criadas no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia do Curso de Odontologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
do Campus de S&o José dos Campos/UNESP.

A suspensdo de C. albicans foi preparada a partir de
cultura de 18 h em 6 mL de caldo Yeast Nitrogen Base (YNB- Difco,
Detroit, USA) a 37 °C. A seguir, as células foram centrifugadas a 2000 xg
por 10 min, sendo o sobrenadante descartado. O depésito foi
ressuspendido em PBS e misturado em agitador de tubos (vortex) por 30
s. A lavagem das células foi repetida por mais 2 vezes. A suspensao de
bactérias foi padronizada na concentracdo de 10%® células/mL com o
auxilio do espectrofotbmetro, usando o0s parametros anteriormente

descritos e diluida na concentragéo de 10’ células/mL.

Quadro 1- Concentracao de micro-organismos utilizada em G. mellonella

Micro-organismo Concentragdo utilizada
(UFC/ mL)
A. baumannii ATCC 19606 10°
K. pneumoniae ATCC 4352 2,5x10°
C. albicans ATCC 18804 10°
A. baumannii cepa clinica 1 1,2x107
A. baumannii cepa clinica 2 10°
K. pneumoniae cepa clinica 1 10°
K. pneumoniae cepa clinica 2 10°

Inéculo de 10 pL da suspensédo padronizada de Candida
foi injetado na hemolinfa de cada lagarta através da Ultima prolegue
esquerda e 10 pL da suspensédo de bactérias, da respectiva associacao,
na ultima prolegue direita utilizando seringa Hamilton. Foram utilizadas 5
seringas Hamilton para cada grupo experimental. Para os grupos com
infeccdo por um dnico micro-organismo, 10 pL da suspensdo do micro-
organismo foi inoculada na ualtima prolegue direita. Em todos os

experimentos foi realizado um grupo inoculado apenas PBS para
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acompanhar o estado de saude das larvas de G. mellonella durante todo
0 experimento.

Apoés a inoculacédo, as lagartas (30 unidades por grupo)
foram colocadas em placas de Petri e incubadas a 37°C em estufa e o
namero de G. mellonella mortas foi anotado, diariamente, durante 7 dias.
As larvas foram consideradas mortas quando ndo apresentavam nenhum
movimento ao toque. A morte de todas as larvas do grupo experimental
ou a transicdo para a forma de pupa determinou o término do

experimento. A seguir, foram realizadas as curvas de sobrevivéncia.

4.6 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados de UFC/mL foi realizada
Andlise t de Student e teste de Tukey, utilizando-se o Programa Graph
Pad Prism. Em relacédo aos experimentos com G. mellonella, foi realizada
a curva de sobrevivéncia e estimativa das diferengcas na sobrevivéncia
pelo método de Log-rank (Mantel - Cox) utilizando o Programa Graph Pad

Prism. Em todos os testes, foi considerado nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Contagem de C. albicans na interacdo com A. baumannii em
biofilmes in vitro

Na contagem de C. albicans ATCC 18804 (UFC/mL)
houve um aumento significativo deste micro-organismo quando na
interacdo com as cepas clinicas 1 e 2 de A. baumannii ATCC 19906 no
biofilme multiespécie. Na interacdo com A. baumannii e cepa de C.

albicans o aumento também foi significativo (Figura 1).
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Figura 1 — Contagem de C. albicans, média e desvio-padrao dos dados de UFC/mL (Log
10) em biofilme monoespécie e multiespécie. Teste t de Student (p < 0,05).

5.2 Contagem de A. baumannii na interagdo com C. albicans em
biofilme in vitro

Houve discreto aumento na contagem de A. baumannii

guando em interacdo com C. albicans, sendo este acréscimo observado
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em relacdo as trés cepas utilizadas, porém o aumento nao foi significativo

em relacdo a nenhuma das trés cepas analisadas (Figura 2).
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Figura 2 — Contagem de A. baumanni, média e desvio padrdo dos dados de UFC/mL
(Log) em biofilme monoespécie e multiespécie. Teste t de Student (p < 0,05).

5.3 Interagdo de A. baumannii ATCC 19606, A. baumannii cepa clinica
1 e A. baumannii cepa clinica 2 com C. albicans em Galleria
mellonella

Inicialmente foram realizadas curvas de sobrevivéncia
inoculando suspensdes de C. albicans em diversas concentracdes, sendo
escolhida a concentracdo de 10% na qual ocorreu em torno de 50% de
morte das lagartas utilizadas.

O mesmo foi realizado com A. baumannii, onde para A.
baumannii ATCC e cepa clinica 2 a suspensdo utilizada foi 10%, que
matou em torno de 50% dos individuos na curva de sobrevivéncia
realizada, j4 para a cepa clinica 1 foi utilizada a suspensao de 102,

Foram realizadas inje¢cdes contendo 10 pL em cada
lagarta dos grupos: PBS, C. albicans, A. baumannii e interagédo de C.
albicans com A. baumannii. Como previsto houve melanizacdo dos

espécimes inoculados com os micro-organismos testados (Figura 3)
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Figura 3 — Melanizacdo de Galleria mellonella inoculada com Acinetobacter baumannii
cepa clinica 2.

Nos grupos onde foram injetados micro-organismos
individualmente, a taxa de sobrevivéncia de G. mellonella foi maior se
comparada ao grupo injetado com interacdo dos dois micro-organismos.
Os testes realizados com A. baumannii ATCC 19606 e com a cepa clinica
2.

Em interacdo de C. albicans com A. baumannii ATCC
19606 houve morte de 100% das lagartas em até 72 h (Figura 4) e com a
cepa clinica 2 foi observada uma taxa de morte de 97% dos individuos
considerando o mesmo tempo (Figura 6).

Nos experimentos com a cepa clinica 1 tanto nos
individuos injetados com A. baumannii cepa clinica 1 como na interacdo

houve 73% de morte das lagartas em até 72 h (Figura 5).
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Figura 4 — Contagem de larvas sobreviventes de G. mellonella nos diferentes grupos

experimentais. No grupo inoculado com interacdo de C. albicans e A. baumannii ATCC
19606 houve morte de 100% dos individuos em até 72 h. A curva de morte de A.
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baumannii quando comparada com a interacdo demonstrou valor de p = 0,0002 e p <
0,001 para curva de morte de C. albicans comparada com a interacéo.
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Figura 5 — Contagem de larvas sobreviventes de G. mellonella nos diferentes grupos
experimentais. No grupo inoculado com interacéo de C. albicans com A. baumannii cepa
clinica 1 houve morte de 73% dos individuos em até 72 h. A. baumannii cepa cinica 1 +
interacao de C. albicans com A. baumannii cepa clinica 1 (p = 0,7595). C. albicans e
interacao de C. albicans com A. baumannii cepa clinica 1 (p = 0,5466).
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Figura 6 — Contagem de larvas sobreviventes de G. mellonella nos diferentes grupos
experimentais. No grupo inoculado com interacdo de C. albicans com A. baumannii cepa
clinica 2 houve morte de 97% dos individuos em até 72 h. A. baumannii cepa clinica 2 x
interacdo de C. albicans com A. baumannii cepa clinica 2 (p < 0,0001). C. albicans x
interacdo de C. albicans com A. baumannii cepa clinica 1 (p < 0,0001).

5.4 Interacao de K. pneumoniae com C. albicans em biofilme in vitro -
UFC/mL
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Foram analisados os dados do biofilme monoespécie e
multiespécies de C. albicans e K. pneumoniae. A cepa clinica 1 inibiu o
crescimento de C. albicans e estes dados podem ser vistos nas figuras 7
e 8.
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Figura 7 — Média e desvio padrdo dos dados da contagem de UFC/mL (Log 10) de C.
albicans em biofilme in vitro de C. albicans com K. pneumoniae cepa ATCC 4352, cepa
clinica 1 e cepa clinica 2.
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Figura 8 — Média e desvio padrdo dos dados da contagem de UFC/mL (Log 10) de K.
pneumoniae em biofilme in vitro de C. albicans com K. pneumoniae, cepa ATCC 4352,
cepa clinica 1 e cepa clinica 2.
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5.4.1 Contagem de C. albicans na interagcdo com K. pneumoniae em
biofilme in vitro

Foi observado aumento significativo no crescimento de C.
albicans quando em interacdo com K. pneumoniae ATCC 4352, tendo
sido 0 mesmo verificado mesmo quando em interacdo com a cepa clinica
2 (Figura 7).

O resultado da contagem de C. albicans em interacdo
com K. pneumoniae cepa clinica 1 foi reducao significativa no crescimento
(Figura 7).

5.4.2 Contagem de K. pneumoniae na interacdo com C. albicans em
bofilme in vitro

Foram testados em biofiime in vitro C. albicans em
interagdo com K. pneumoniae ATCC 4352, K. pneumoniae cepa clinica 1
e 2, onde houve aumento significativo na contagem de K. pneumoniae
cepa clinica 1 e 2 quando em interacdo (Figura 8). A contagem de K.
pneumoniae ATCC 4352 teve uma reducao nao significativa na contagem

de unidades formadoras de colénias quando em interacdo (Figura 8).

5.5 Interacédo de K. pneumoniae ATCC 4352, K. pneumoniae cepa
clinica 1 e K. pneumoniae cepa clinica 2 com C. albicans em Galleria
mellonella

A suspensao utilizada para os testes de K. pneumoniae

ATCC foi de 2,5x10* UFC/mL e para as cepas clinicas 1 e 2 foi utilizada
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uma suspensédo de 10°, em ambos os casos ocorreu a morte de 50% das
lagartas.

Apoés realizacdo dos testes de intera¢do nos grupos de K.
pneumoniae individualmente e em interagdo com C. albicans houve em
torno de 63% de morte das lagartas em até 48 h (Figura 9). Na interacao
com K. pneumoniae cepa clinica 1 os resultados da curva de morte foram
semelhantes entre 0s grupos inoculados com o0 micro-organismos
individualmente. Nos grupos inoculados com C. albicans houve 67% de
morte em até 120 h e nos testes com K. pneumoniae cepa clinica 1 houve
no mesmo espaco de tempo houve 60% de morte das lagartas, fato que
se repetiu na interacdo, com 60% de morte em até 120 h (Figura 10).

Nos testes realizados em interacdo com cepa clinica 2
houve 100% de morte dos individuos em até 48 h, enquanto que nos
grupos com inéculos das cepas individualmente as mortes das lagartas
foram gradativas, demonstrando aumento da viruléncia dos micro-

organismos quando em interagéo (Figura 11).
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Figura 9 — Contagem de larvas sobreviventes de G. mellonella nos diferentes grupos
experimentais. No grupo inoculado com interacdo de C. albicans com K. pneumoniae
cepa ATCC 4352 houve morte de 63% dos individuos em até 48 h. K. pneumoniae
ATCC 4352 + interagéo de C. albicans com K. pneumoniae ATCC 4352 (p = 0,0053). C.
albicans + interacdo de C. albicans com K. pneumoniae ATCC 4352 (p = 0,9495).
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Figura 10 — Contagem de larvas sobreviventes de G. mellonella nos diferentes grupos
experimentais. No grupo inoculado com interacdo de C. albicans com K. pneumoniae
cepa clinica 1 houve morte de 50% dos individuos em até 72 h. K. pneumoniae cepa
clinica 1 x interacdo de C. albicans com K. pneumoniae cepa clinica 1 (p = 0,9606). C.
albicans + interacdo de C. albicans com K. pneumoniae ATCC 4352 (p = 0,5993).
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Figura 11 — Contagem de larvas sobreviventes de G. mellonella nos diferentes grupos
experimentais. Nos grupos inoculados apenas com C. albicans houve 67% de morte com
96 h do inoculo e para o grupo de K. pneumoniae houve 53% de morte das lagartas em
até 96 h, porém no grupo inoculado com interagdo de C. albicans com K. pneumoniae
cepa clinica 2 houve morte de 100% dos individuos em até 48 h. K. pneumoniae cepa
clinica 2 x interacdo de C. albicans com K. pneumoniae cepa clinica 2 (p < 0,0001). C.
albicans + interagdo de C. albicans com K. pneumoniae cepa clinica 2 (p < 0,0001).
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6 DISCUSSAO

Em comunidades polimicrobianas, bactérias e fungos,
direta e indiretamente influenciam o crescimento, sobrevivéncia e
fisiologia de cada espécie por meio de vias multifatoriais. A viruléncia de
bactérias ou fungos pode ser influenciada por substancias produzidas por
outros micro-organismos e as moléculas segregadas atuam em muitos
tipos de interacdes entre esses micro-organismos. No entanto, apesar da
concorréncia fungica-bacteriana, pouco se sabe sobre as identidades
dessas moléculas sinalizadoras e seus efeitos. Na microbiologia, os
estudos que investigam estas interacbes sdo particularmente valiosos,
porque uma comunidade microbiana complexa que envolve um certo
namero de redes de sinalizac&o esta presente na natureza, bem como em
ambientes clinicos, incluindo a cavidade bucal e o trato intestinal humano
(Oh et al., 2012).

Sanchez et al. (2013) destacaram descobertas
relacionando a importancia do fenotipo de biofilme bacteriano como um
fator de viruléncia potencial que pode contribuir para reincidéncia de
infeccoes.

Os biofilmes tornam os micro-organismos mais resistentes
aos antimicrobianos, demonstrando uma necessidade eminente de
estuda-los, porém nao sao encontrados muitos trabalhos correlacionando
bactérias Gram-negativas e micro-organismos eucariontes como C.
albicans, portanto neste trabalho foi estudada a interacdo de C. albicans
com K. pneumoniae e também com A. baumannii na formacgdo de
biofilmes. Foram avaliados isolados clinicos e cepas padrédo e os
resultados demonstraram diferencas entre 0 comportamento destas

cepas. O isolado clinico 1 de A. baumannii foi proveniente de material de
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secrecdo extenoctomia e o isolado clinico 2 de material de secrecao
sacra, ambos isolados no Hospital Santa Casa de sdo José dos Campos,
SP.

A. baumannii sobrevive com escassez de nutrientes por
varios dias em diversos ambientes e também é capaz de resistir a
dessecacdo e desinfeccdo. Supfe-se que esta caracteristica de resistir a
efeitos adversos, bem como a sua viruléncia, seja resultado da sua
capacidade de formar biofilmes (Espinal et al., 2012). Esta propriedade
desempenha importante papel nas infec¢des hospitalares, devido a sua
capacidade de colonizac&o dos dispositivos hospitalares como cateteres,
dentre outros (Longo et al., 2014).

O estudo de Lee HW et al. (2008) demonstrou que
isolados clinicos de A. baumannii tém capacidade de formar grandes
guantidades de biofilme e que esta capacidade mostra uma correlagcéo
com a adesdao das células epiteliais, sendo possivelmente uma estratégia
para aumentar a invasdao do hospedeiro e sobrevivéncia do micro-
organismo a terapias antimicrobianas. A capacidade de transferéncia de
genes é refor¢cada no interior das comunidades de biofilme, facilitando a
disseminacdo de resisténcia a antibidticos, sendo esta capacidade
disseminada no ambiente hospitalar contribuindo para a resisténcia do
micro-organismo. As células de A. baumannii que crescem no biofilme séo
altamente resistentes aos componentes do sistema imunolégico humano.

De acordo com o trabalho de Richards et al. (2015), A.
baumannii tem a capacidade de inibir flamentacdo de C. albicans e a
formacdo de biofilme, porém se o biofime de C. albicans ja estiver
maduro, pode inibir o crescimento de A. baumannii por meio da producéo
de moléculas de farnesol no quorum-sensing. Kostoulias et al. (2015)
demonstraram que farnesol afeta a viabilidade de diferentes cepas de A.
baumanni e também € capaz de destruir as membranas das células
bacterianas.

Entretanto, no presente estudo, o crescimento de A.
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baumannii em biofilme in vitro de 48 h ndo foi significativamente afetado
quando em interacdo com C. albicans. A. baumannii apresentou
contagem do numero de células abundante no biofilme monoespécie
(aproximadamente 12 logs), que foi mantido na interacdo entre os dois
micro-organismos e nos biofilmes com cada uma das trés cepas testadas:
A. baumannii ATCC 19606 e os isolados clinicos 1 e 2.

A. baumannii € um micro-organismo Gram-negativo que
possui tempo de geracao curto, aumentando sua populacdo em um breve
periodo de tempo. Foi possivel observar essa caracteristica nos biofilmes
realizados neste trabalho, mesmo quando em interacdo com C. albicans e
de acordo com os resultados obtidos ndo houve efeito inibitério de C.
albicans sobre o crescimento de A. baumannii.

Na literatura, tem sido demonstrada inibicdo ou morte de
hifas de C. albicans na interacdo com Pseudomonas aeruginosa, como
por exemplo, no trabalho de Samaranayake et al. (2014), no qual
concluiu-se que C. albicans é um micro-organismo muito importante para
colonizacgdo inicial de um biofilme multiespécie em superficie de cateteres.
Em biofilmes de C. albicans e P. aeruginosa, P. aeruginosa parece
superior em matar a forma filamentosa (hifas) de C. albicans quando em
comparagdo com Escherichia coli. O efeito inibidor das células
bacterianas vivas foi identificado como proveniente de lipopolissacarideos
de P. aeruginosa, porém poucas cepas foram investigadas.

Com relacdo a contagem de C. albicans no presente
estudo, observamos em média um aumento de 3 log na contagem de
Unidades Formadoras de Coldnias no biofilme quando na interagdo com
as cepas clinicas de A. baumannii utilizadas neste estudo, se comparado
com a contagem de células do biofilme monoespécie de C. albicans. O
acréscimo de soro fetal bovino neste experimento pode ter favorecido a
formacao de hifas por C. albicans inibindo a agdo de A. baumannii sobre
as hifas, e dessa forma ndo houve efeito inibitério de A. baumanni sobre

C. albicans.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samaranayake%20YH%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=23656511
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Embora no presente trabalho a contagem de células de C.
albicans tenha aumentado significativamente quando em interacdo com A.
baumannii sugere-se que sejam realizados testes de filamentacédo para
poder verificar se algo foi provocado para estimulo a filamentacdo das
hifas de C. albicans aumentando assim sua capacidade invasora.

O isolado clinico 1 de K. pneumoniae foi proveniente de
material de secrecéo de reto e o isolado clinico 2 de material de secrecéo
nasal, ambos isolados no Hospital Pio XIl de sdo José dos Campos, SP.

Nas interacdes entre C. albicans e K. pneumoniae ATCC
4552 foi observado reducéo na contagem de células de K. pneumoniae no
biofime em interacdo com C. albicans, e neste mesmo biofilme,
observamos aumento na contagem de células de C. albicans. Pode ter
ocorrido a interferéncia de um micro-organismo no crescimento do outro
durante a formacdo deste biofilme, em contrapartida, nos testes com K.
pneumoniae isolado clinico 1, observamos aumento na contagem de
UFC/mL de K. pneumoniae enquanto as contagens de UFC/mL de C.
albicans foi reduzida em comparacdo com os grupos controle (biofilme
monoespécie).

Embora tenhamos percebido alteracdes nas interacdes de
C. albicans com K. pneumoniae cepa ATCC 4352 e com K. pneumoniae
isolado clinico 1, o mesmo néo foi observado nos testes de C. albicans
com K. pneumoniae isolado clinico 2, no qual tanto C. albicans quanto K.
pneumoniae tiveram aumento nas contagens de células quando na
formacdo do biofilme em interacéo.

Nos testes in vivo foi utilizado o modelo de infeccao
experimental Galleria mellonella também conhecido como “larva da traca
da cera”. Esta lagarta é cada vez mais utilizada como modelo animal para
o estudo de bactérias patogénicas, pois apresentam um relativamente
avancgado sistema de defesa antimicrobiano e sdo mais susceptiveis de
produzir informacdes relevantes para o posterior estudo do processo de

infeccdo em mamiferos. Assim como os mamiferos, G. mellonella
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possuem um sistema circulatério e um sistema de resposta imune inata
complexo. As células da hemolinfa de G. mellonella sédo capazes ou
fagocitar micro-organismos, e as respostas humorais incluem a producao
de lisozima e proteinas antibacterianas (Jander et al., 2000).

Segundo Insua et al. (2013) o progresso da infeccédo de
G. mellonella por cepas que causam a morte das lagartas foi
acompanhada por um aumento da pigmentacdo, sendo indicativo de
atividade proteoliticas (PO) na hemolinfa, resultando na deposicdo de
melanina, também observada no presente estudo.

Houve 60% de morte em 72 h de G. mellonella ao ser
realizada a curva de sobrevivéncia na concentracdo de 10° células por
lagarta para as cepas de A. baumanni ATCC 19606 e clinica 2, ao ponto
que para cepa clinica 1 foi necessario reduzir esta concentracdo para
1,2x10> UFC/mL, sendo estas concentracbes utilizadas para os
experimentos realizados no presente trabalho.

No estudo in vivo desta pesquisa, quando utilizada a cepa
ATCC 19606 de A. baumanni observou-se que 66,7% das lagartas
morreram em 72 h de experimento, ao ponto que na interacdo com C.
albicans, neste mesmo tempo, todas as lagartas ja haviam morrido.

A. baumanii isolado clinico 1, foi mais virulento para G.
mellonella, pois a curva de sobrevivéncia realizada com uma quantidade
menor de inéculo, apresentou 73,3% de morte em 72 h tanto no grupo em
que foi inoculado apenas A. baumannii quanto no grupo em que foram
inoculados A. baumannii e C. albicans.

Para o isolado clinico 2 de A. baumanni observou-se 40%

de mortes das lagartas com inéculo na mesma quantidade da cepa ATCC
19606. No grupo experimental em que foram inoculados A. baumanii e C.

albicans a mortalidade de G. mellonella foi de 96,7%, concluindo-se que
ao inocular os dois micro-organismos na lagarta a viruléncia aumentou,

provocando um aumento na mortalidade destes organismos.
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No trabalho de Wand et al. (2013) foi utlizada G.
mellonella como modelo para estudar a infeccao, viruléncia e resposta do
hospedeiro contra isolados clinicos de K. pneumoniae de hospitais do
Reino Unido. Utilizando G. mellonella os autores foram capazes de
estudar a viruléncia dos diferentes isolados de K. pneumoniae e
observaram que os isolados mais virulentos mostraram aumento da
sobrevivéncia de G. mellonella e causaram mais danos celulares ao
hospedeiro do que aquelas cepas que foram avirulentas.

No presente estudo, assim como no trabalho de Wand et
al. (2013), pb6de-se observar que diferentes isolados clinicos de K.
pneumoniae demonstraram variagdes na porcentagem de sobrevivéncia
de G. mellonella. Aproximadamente 50% de G. mellonella inoculadas com
C. albicans e K. pneumoniae ATCC morreram em 24 h, porém observou-
se gque em 48 h todas as lagartas inoculas com interacéo de C. albicans e
K. pneumoniae isolado clinico 2 obtiveram taxa de mortalidade de 100%.
Através destes resultados foi perceptivel que o isolado clinico 2 associada
a C. albicans foram mais virulentas para o modelo de invertebrado
utilizado neste estudo.

Apesar de ter sido observada uma sobrevida
sensivelmente maior das lagartas inoculadas com C. albicans e K.
pneumoniae isolado clinico 1 em relagdo ao grupo inoculado apenas com
C. albicans, esta diferenca néo foi estatisticamente significativa.

Em relacdo a associagdo de C. albicans com o isolado
clinico 1 de K. pneumoniae em torno de 60% das lagartas morreram em
144 h demonstrando menor patogenicidade em relacdo aos testes de C.
albicans com o isolado clinico 1 e a cepa ATCC 4352. Embora tenha sido
observada uma sobrevida sensivelmente maior das lagartas inoculadas
com C. albicans e K. pneumoniae isolado clinico 1 ou C. albicans e K.
pneumoniae ATCC 4352 em relagdo ao grupo inoculado apenas com C.

albicans, entretanto esta diferenga nao foi estatisticamente significativa.
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Comparando esses resultados de sobrevivéncia de G.
mellonella podemos considerar que houve uma possivel interferéncia da
C. albicans sobre K. pneumoniae durante o processo de infeccao
experimental, porém seriam necessarios outros testes para confirmacéo
desses dados.

Estudos sobre interagbes entre micro-organismos sao de
grande importancia para tentarmos elucidar caminhos para novas
possibilidades de substituicbes dos medicamentos atuais utilizados para
combater estes micro-organismos que vem desenvolvendo mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos. Seriam necesséarios novos estudos
para determinar se as interacdes entre estes micro-organismos afetam a
producdo de hifas de C. albicans e quais moléculas ou genes sofrem

interferéncias nessas interagoes.
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ApGs analise dos dados obtidos concluiu-se que:

e Aumento do crescimento de C. albicans quando em

interagdo com A. baumannii in vitro;

N&ao houve aumento significativo no crescimento de A.
baumannii ATCC 19606 e cepas clinicas testadas
guando em interacdo com C. albicans nos testes de
biofilme in vitro;

O modelo de G. mellonella quando inoculado com A.
baumannii ATCC 19606 ou cepa clinica 2 em interacédo
com C. albicans reduziu a sobrevida de G. mellonella
se comparado com as larvas inoculadas com estes
micro-organismos separadamente;

C. albicans sofreu efeitos inibitérios quando em
interacdo com K. pneumoniae cepa clinica 1 no biofilme
in vitro, ja em interagdo com K. pneumoniae cepa
clinica 2 ambos o0s micro-organismos obtiveram um
aumento significativo no seu crescimento. Na interacao
de C. albicans com cepa ATCC 4352 de K.
pneumoniae houve um grande aumento no crescimento
de C. albicans;

Quando G. mellonella foi inoculada com a interagcéo de
K. pneumoniae ATCC 4352 com C. albicans houve
maior sobrevida destas lagartas se comparado ao

grupo inoculado com estes micro-organismos isolados.
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