RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Investigacdo de leveduras no ambito hospitalar por diferentes técnicas
moleculares
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As leveduras s3o importantes constituintes da microbiota humana, dentre estas, o género Candida ¢é
predominante. Candida albicans ¢é a espécie de levedura mais incriminada em quadros de infec¢do hospitalar e
muita ateng¢do tém sido dada, atualmente, as espécies ndo-albicans e outros géneros, como Trichosporon. O
objetivo deste trabalho foi monitorar a distribuigdo das espécies de leveduras de fontes biodticas (orofaringe, fezes
e urina) e abidticas (leito), em estado de colonizacgdo dentro de hospitais; otimizar métodos baseados na analise
do DNA obtidos por simulagdo de fontes bidticas (sangue de voluntario saudavel contaminado) e abidticas
(solucdo fisioldgica contaminada); caracterizar fenotipica e genotipicamente leveduras emergentes e indicar
possiveis fontes transmissoras de agentes causadores de Infeccdo Hospitalar. De um total de 199 pacientes,
85,4% apresentaram colonizagdo e leveduras foram isoladas em 57,9% dos sitios analisados. Em 67 pacientes
(39,4%) mais de uma espécie foi encontrada nos sitios/espécimes analisados e em 42 (24,7%) uma Unica espécie
de levedura (maioria representada por C. albicans) em dois ou trés sitios. Houve predominio de Candida no-
albicans na colonizagdo dos pacientes (53,43%), seguido de C. albicans (39,7%). Os géneros Trichosporon spp e
Picchia spp representaram 5,1 e 1,8% dos isolados, respectivamente. Entre as ndo- albicans foi prevalente C.
tropicalis (30,8%), seguido de C. glabrata (14,7%), C. parapsilosis (7,7%), C. krusei (1,9%), C. guilliermondii
(1,6%) e C. lusitaniae (0,7%). A freqtiéncia de colonizagdo entre os sitios analisados foi de 37% para orofaringe
e 32% e 31% para reto e urina, respectivamente. Nas amostras de urina foi relevante a presenga de espécies ndo-
albicans (64,1%) e de Trichosporon asahii (14%). Néo foi observada colonizagdo por C. dubliniensis entre os
pacientes estudados. Em amostras de leito —fontes abioticas, C. parapsilosis foi isolada somente em duas
ocasides. Os métodos moleculares (PCR ITS, CA25SV3 e CA-INT; RFLP e RAPD) foram empregados com
sucesso a partir de 70 isolados de C. albicans escolhidos. Gendtipo A foi representado em 64,2% dos isolados de
C.albicans e 14,3% e 21,4% classificados como genotipo B e C, respectivamente. Ndo houve associa¢do entre
genotipo e linhagens invasivas nem genoétipo e material biologico. Os 13 isolados do Hospital B apresentaram
perfil idéntico (gendtipo A). A seqiiéncia iniciadora 6 empregada na tipagem de C.albicans pelo método de
RAPD foi adequada para determinar grupos genéticos relacionados e idénticos entre os isolados dos dois
hospitais. Os isolados seqiienciais de C. albicans de diferentes sitios e periodos alternados de coleta dos mesmos
pacientes apresentaram-se altamente relacionados pertencendo, na grande maioria, ao mesmo clone e/ou grupo.
A PCR e a analise pelo método de RAPD permitiram, portanto, a concomitante identificacdo das espécies e
andlise da diversidade entre as linhagens. Ndo foram encontradas diferencas significativas nos padrdes de
similaridade genética entre as linhagens de C. tropicalis a partir dos trés sitios analisados por RAPD com duas
seqiiéncias iniciadoras. A presenga de cepas de Trichosporon asahii, resistentes as drogas fluconazol,
itraconazol, 5-fluorocitosina ¢ anfotericina B, foi observada e a analise por RAPD sugeriu que estes isolados
foram similares nos diferentes sitios colonizados, sugerindo possivel fonte cruzada de colonizagdo. O estudo da
microbiota dos pacientes mostrou que um unico hospedeiro pode ser colonizado com multiplas espécies ou
multiplos gendtipos da mesma espécie no mesmo ou em diferentes sitios do corpo em amostras seqiienciais. Por
outro lado, o DNA gendémico de leveduras extraido em diferentes concentragdes 10(’,104 e 102, a partir de
amostras biodticas e abidticas contaminadas com C. parapsilosis, por diferentes metodologias, ndo apresentaram
diferencas quanto a sensibilidade, adotando-se, portanto a técnica mais simples com N-lauryl sarcosina 2%.
Assim, neste trabalho foram apresentados resultados inéditos de diferentes métodos de identificagdo e tipagem
em leveduras de colonizagdo e infeccdo de pacientes de Unidade de Tratamento Intensivo, bem como de
padronizagdo de metodologias de extragdo de DNA para uso em pesquisas de fontes bidticas e abidticas.
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