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Prefacio

O Simposio Brasileiro de Microbiologia Aplicada dgaea sua sétima edicdo. O
evento vem sendo realizado desde 2007, organizelds plunos do Programa de
Pos-Graduacao em Microbiologia Agricola e do Amtaeda Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.

A edicdo de 2014 abrange pesquisas que vém sersdmwbdvidas em ambito

nacional e latino americano, com o0 objetivo de camtifpar 0 conhecimento

produzido nos diferentes campos da Microbiologitravés da divulgacdo de

trabalhos cientificos, discusséao de temas dassdiseareas com um olhar critico e
cientifico, aumentando o0s horizontes e despertandgos interesses nos
profissionais em formacao ou ja formados.

O evento contempla ainda o Ill Encontro Latino Awweno de Microbiologia
Aplicada, o IX Encontro Nacional dos Estudantes kés-Graduacdo de
Microbiologia Agricola e o XI Férum dos Coordenasidos Programas de Pds
Graduac&o em Microbiologia da Area de Ciéncias Aaga
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Introducéo

InfeccBes nosocomiais mostram-se como fonte deenggrproblemas no ambiente hospitalar, contribupata
0 aumento da morbidade e da mortalidade de pasiéntrnados. Dessa forma, a levedOemdidaparapsilosistem
atraido a atencao de profissionais da saude, plEtos demonstram que a candidemia causada potegstiura é
associada com a presenca de dispositivos de l@argsapéncia, além da capacidade de crescer enmiisfilque é um
importante determinante de viruléncia [1]. O desérinento de biofilmes pode levar a falhas na terapédica,
diminuindo a sensibilidade a terapias antifingieaspodem servir como reserva de uma grande vaeedad
microrganismos, como bactérias, nos biofilmes picliobianos. Dessa forma, o objetivo do trabalhoirf@estigar os
niveis de sobrevivéncia de isolados ambientai€.dgarapsilosisfrente ao tratamento com o antifingico cetoconazol
na condigdo de biofilmes mono- e polimicrobian@sta caso com a bactéAainetobactespp.

Material e Métodos

Neste estudo foram utilizados oito isoladosCdparapsilosisoriundos do ambiente hospitalar, sendo dois deles
(CP14 e CP26) caracterizados previamente como fmadufortes de biofilme, dois (CP5 e CP21) conmdptores
moderados, e quatro (CP7, CP10, CP16 e CP22) covdatpres fracos, além das cepas pa@.gmarapsilosisATCC
22019 eC. albicans ATCC 18804 e um isolado ambiental Aeinetobacterspp. A suscetibilidade dos isolados
fingicos frente ao cetoconazol foi avaliada atralgdeterminacéo da concentragao inibitéria mifii&), seguindo
diretrizes determinadas pelo CLSI [2], a particdacentracdes crescentes de cetoconazol (0,038.31g/thL).

Para a formacao dos biofilmes monomicrobianosewasduras foram cultivadas por 20 h em caldo YPBme
seguida foi realizado um ajuste da concentracddaretm 16 UFC/mL utilizando o meio RPMI-1640. Em seguida,
150 pL de cada suspenséo foram adicionados aos¢®8 de uma placa de poliestireno, que foi inculpadai8 h a 37
°C. Para a formacgao dos biofiimes polimicrobianssleaeduras foram cultivadas nas mesmas condigsesiths, e a
bactéria foi cultivada por 16 h em caldo BHI, e szguida foi realizado um ajuste celular e+ 1@ UFC/mL com o
meio RPMI. Posteriormente, foi adicionado aos pog¢bspL de cada suspensdo celular (uma flngica e out
bacteriana), e a placa foi incubada por 48 h 8C37Ap6s formados os biofiimes, estes foram lavamos PBS para
remocao das células ndo aderentes, e foram sulmseiidtratamento com 200 pL de cetoconazol (0,838 ug/mL).
Em seguida, a placa foi incubada por 24 h. Apds pssiodo, foram realizadas lavagens com PBS ganagao do
antifingico e as células do biofilme foram subnatid um banho de ultrassom por 10 min, seguidesiispensao
mecanica através de pipetagens para a desagregadsiofiime [3]. Posteriormente, as suspensdeslarelsi foram
submetidas a diluicBes seriadas decimais e semeadamar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol (@6nL)
para o crescimento das leveduras e avaliacao dadevsobrevivéncia celular através da determindeadFC/mL.
Todos os experimentos foram conduzidos em triglicat

Resultados e Discussao
Os isolados d€. parapsilosisforam sensiveis ao cetoconazol, apresentandoegalie MIC entre 0,0313 e 1
pa/mL, ou seja, abaixo do ponto de corte (16 pg/meyisto pelo CLSI para considerar um isoladostesie a este
farmaco.
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Em relacdo ao efeito do cetoconazol sobre os igelddC. parapsilosisna condicdo de biofilme, foi possivel
observar que em biofilme monomicrobiano as céldas leveduras dos dez isolados apresentaram ndeeis
sobrevivéncia ao tratamento com o antifiingico, ealas as doses testadas (0,0313-16ug/mL), que mam fo
significativamente diferentes dos controles senamnanto. Os isolados que foram classificados conedyores
médios e fortes de biofilmes mantiveram uma taxaat#evivéncia celular na ordem de’ 1FC/mL, enquanto os
isolados produtores fracos, em®10FC/mL, nos controles e nos tratamentos. Estessdadiicaram, portanto, uma
tolerancia aumentada dos isolados frente ao ced@ohnem comparagdo com as concentracdes desténgito
necessarias para inibir o crescimento de célutaxcnicas.

O mesmo aumento de toleréncia foi observado emigémdle biofilme polimicrobiano, pela interacdo das
leveduras com a bactémecinetobacterspp. Nestes biofilmes, a contagem celular dagllees se manteve levemente
superior em relag@o aos biofilmes monomicrobiatex#o nos controles como sob tratamento com olengfi€o, em
todos os isolados testados, mantendo taxas de vadghreia celular similares as dos ensaios de biefi
monomicrobianos. Estes dados sugerem que a predestgabactéria parece favorecer a adesdo de uon nienero
de células deC. parapsilosisna formacao do biofilme, em comparacao aos bielmmonomicrobianos, mantendo a
tolerancia ao cetoconazol observada para estaleversta condicdo. Dessa forma, os dados obttdas momento
indicaram que a condicéo de biofilme &@rparapsilosis seja de um isolado que tenha a capacidade ded¢émdesta
estrutura caracterizada como forte (CP14 e CP28Jemada (CP5, CP21 e ATCC 22019), ou fraca (CPIPCEP16,
CP22 e ATCC 18804), induz uma elevada taxa de goBrecia ao cetoconazol nesta espécie de levedue,se
mantém na condicdo de biofilme polimicrobiano céwinetobacterspp. Além disso, ainda ndo foi reportada a
resisténcia ao cetoconazol €@nparapsilosispromovida pela condicdo de biofilme.

Conclusbes
Os isolados ambientais de parapsilosis utilizados neste trabalho mostraram-se como pi@isnagentes
causadores de infec¢des devido a sua capacidaadeesoer na forma de biofilme monomicrobiano e eso@acao
com Acinetobacterspp., dificultando o tratamento de eventuais igffes por eles causadas. Além disso, os biofilmes
tratados com cetoconazol apresentaram elevadadtasabrevivéncia celular, indicando que o seu dedamento
pode promover tolerancia de isolados@arapsilosisfrente a este antiflingico.
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Introduction

Salmonellosis is the foodborne illness with the anapcidence worldwide. In Rio Grande do Sul (RS),
homemade mayonnaise (HM) was identified as the fadtcle mostly involved in salmonellosis. In R&rh 1999 to
2006, SalmonellaEnteritidis isolated from several foodborne outitie demonstrated a clonal relationship after being
analyzed by PCR-ribotyping, RAPD, PFGE and DNA saming analysis. This strain was responsible forentban
95% of salmonellosis occurred in RS and was nagh&shteritidis SE86 (SE86).

Eggs and egg products are among the most impddadtvehicles ofS. Enteritidis, because the outer shell egg
surfaces or the internal egg contents can be cam&ed. Mayonnaise, often prepared with raw eggswidely
consumed and probably the most used sauce aroardottid. It is a food preparation frequently invedvin foodborne
outbreaks worldwide.
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