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Resumo:

As espécies pertencentes ao complexo Fusarium solani possuem alta
capacidade de causar patogenicidade agindo de forma oportunista. Este
trabalho teve o intuito de avaliar a cinética da formacao de biofilmes em
cateter venoso, focando em maturagao e dispersao ao longo do tempo (24,
48, 72 e 96 horas), pelos métodos de enumeracdo do numero de fungos
cultivaveis em unidades formadoras de colbénia (UFC), biomassa do biofilme
total e atividade metabdlica mitocondrial (ensaio de reducéo). A avaliacao do
biofilme realizada entre o periodo de 24 horas a 48 horas demonstrou que o
biofilme estava em periodo de crescimento com aumento dos parametros
avaliados. A maturacdo passou a ser considerada entre 48 horas e 72 horas,
onde o crescimento se manteve estavel para UFC e biomassa total. J& a
dispersédo ocorreu a partir de 72 horas a 96 horas, quando houve diminuigéo
dos parametros avaliados UFC, biomassa total e atividade metabdlica
mitocondrial. Assim, conclui-se que o biofilme formado se matura em 48h e a
partir de 72h comeca a dispersar-se, podendo organizar-se e formar um
novo biofilme.

Introducao

Fusarium spp. € um fungo filamentoso anemofilo, amplamente
encontrado no solo, agua e ar, que apresenta em sua micromorfologia hifas
septadas hialinas. Em humanos, Fusarium spp. € responsavel por diversas
doencas, desde micoses cutaneas até infeccdes sistémicas. Essas infec¢des
disseminadas causadas por esse fungo apresentam altas taxas de
mortalidade, em pacientes imunocomprometidos variando entre 50% a 70%
(NUCCI, 2007).

Variados fatores de viruléncia sdo utilizadas por microrganismos
como estratégias para resistir ao sistema imunolégico do hospedeiro e
causar infeccdo. Dentre os fatores de viruléncia dos fungos, a formacéo de
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biofilme tem grande importancia na patogénese das infeccbes fangicas. O
biofilme se inicia com a adesédo do fungo a um substrato, entdo as células
proliferam e subsequente a formacdo de hifas. Com o biofime em
desenvolvimento aumentando a biomassa forma-se a matriz extracelular que
0 envolve e com isso o biofilme esta maturado. Apds ocorre a disperséao,
onde as células filhas se desprendem do biofiime com uma tendéncia de
maior viruléncia (BLANKENSHIP, 2006).

Esse arranjo auxilia o patdbgeno em alguns aspectos, como na
elevada capacidade de adeséo as superficies, sobrevivéncia em condicdes
adversas, resisténcia aos antimicrobianos e potencializacdo de fatores de
viruléncia, uma vez que, a dispersao de células maduras de biofilme estdo
associadas a infeccdes fungicas com fenotipo de resisténcia a
medicamentos e maior viruléncia desses organismos (BRUNKE, 2016).
Assim, este estudo teve como objetivo caracterizar biofilmes formados por
uma cepa pertencente ao complexo Fusarium solani em cateter venoso.

Materiais e métodos

Isolado

O estudo foi realizado com uma espécie pertencente ao complexo
Fusarium solani ATCC 36031, mantida na Micoteca do Laboratorio de
Micologia Médica da Universidade Estadual de Maringa a temperatura de -
80 °C. O fungo foi reativado em caldo Sabouraud e apds o crescimento, foi
confirmado a identificacdo por meio das caracteristicas macroscopicas e
microscopicas. Para cada teste, foi realizado uma cultura em agar batata
(PDA) por 5 dias a 25 °C. ApGs o crescimento, a cultura foi raspada e os
conidios de F. solani foram recolhidos em solucéo salina a 0,8% e filtrados
para eliminar a presenca de hifas. A viabilidade dos conidios foi determinada
com azul de Trypan (0,4%) em camara de Neubauer e a concentracdo do
in6culo determinada de acordo com cada experimento.

Capacidade de formacéao de biofilme

Foi realizada em placa de poliestireno de 96 pocos com fragmentos
de cateter venoso cortados assepticamente no tamanho de 0,5 cm e
incubando um inéculo de 1x10” de conidios/mL a 37 °C por 24, 48, 72 e 96
horas. O biofilme foi avaliado em termos de: enumeracdo do numero de
fungos cultivaveis em unidades formadoras de colénia (UFC); biomassa do
biofilme total usando o tradicional método de coloracao de cristal violeta (CV)
e atividade metabolica mitocondrial (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-
2H-tetrazolio-5-carboxanilide) ensaio de reducéo (XTT).

Resultados e Discusséo
A avaliagdo do biofilme realizada entre o periodo de 24 horas a 48
horas demonstrou que o biofilme estava em periodo de crescimento, onde

as UFC foram crescentes, a biomassa total e a atividade metabdlica
mitocondrial também (Tabelal).
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A maturacdo passou a ser considerada entre 48 horas e 72 horas,
onde o crescimento se manteve estavel para UFC (de 0,50 para 0,52
Log10/cm?) e biomassa total (de 0,03 para 0,04 Abs/cm?), exceto a atividade
metabdlica que ja iniciou um declinio no periodo apresentado (de 0,06 para
0,02 Abs/cm?). Esse aumento da quantidade de biomassa pode ser
caracterizado pela formacao de hifas, o que é importante para a formacao
robusta de biofilme de fungos filamentosos (BLANKENSHIP, 2006).

Ja a dispersao ocorreu a partir de 72 horas a 96 horas, quando houve
diminuicdo dos parametros avaliados: UFC de 0,52 para 0,33 Logl0/cm?;
biomassa total de 0,04 para 0,01 Abs/cm?’. A atividade metabdlica
mitocondrial seguiu decaindo de 0,02 para 0,01 Abs/cm?. Os valores do
ensaio de reducdo XTT no presente estudo diminuiram com o tempo,
sugerindo reducdo na atividade metabdlica dos biofilmes. Esse resultado
corrobora com de outros autores, onde os biofiimes de Fusarium exibem
cinética oposta a atividade metabolica. Esta baixa atividade metabdlica pode
ser devida ao aumento da adsor¢cdo de compostos no biofilme matriz,
significando que ha menos contato entre o sal de tetrazdlio e as células de
biofilme maduro (GALLETTI, 2017).

E provavel que varios processos-chave desempenhem papéis vitais
nesses diferentes estagios de desenvolvimento do biofilme, como aderéncia
de células-substrato e células-células, desenvolvimento de hifas e deteccéo
de comunicacé&o do biofilme.

Tabela 1. Avaliacdo das atividades para uma espécie do complexo Fusarium
solani ao longo do tempo.

UFC (Log10/cm %) | CV (Abs/cm ?) XTT (Abs/cm 2)
24h 0,48 0,02 0,04
48h 0,50 0,03 0,06
72h 0,52 0,04 0,02
96h 0,33 0,01 0,01

UFC: unidade formadora de colénia; CV: método de cristal de violeta para avaliar a biomassa total; XTT: método
para avaliar a atividade celular; abs: absorbancia.

Conclusodes

De acordo com os objetivos propostos ao trabalho, avaliacdo da cinética do
biofiilme de F. solani, conforme os resultados apresentados, é possivel
afirmar que esta espécie € capaz de formar biofilme em cateter venoso, o
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mesmo se matura e, apos se dispersa, 0 que pode causar um agravamento
da infecgao.
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