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ARTIGO/ARTICLE

Infeccoes oportunistas por leveduras e perfil enzimatico
dos agentes etiologicos

Opportunistic yeast infections and enzymatic profile
of the etiological agents

Danielle Patricia Cerqueira Macédo!, Aline Mary de Almeida Farias',
Reginaldo Gongalves de Lima Neto!, Vanessa Karina Alves da Silva!,
André Ferraz Goiana Leal' e Rejane Pereira Neves!'

RESUMO

Infecgdes por leveduras sdo fregiientes em imunocomprometidos, contudo espécies emergentes tém alterado o perfil epidemiolégico. A habilidade de
secretar proteases tem sido associada a patogenicidade do género Candida. Esta pesquisa teve como objetivos diagnosticar leveduroses em pacientes
imunocomprometidos e avaliar a viruléncia dos agentes etiolgicos baseado em teste de secre¢do de protease utilizando soro de albumina bovina
como substrato. Do total de 104 pacientes estudados, 19 apresentaram episddios de leveduroses. O trato respiratério (63,2%), seguido pelo trato
urindrio (10,5%) foram os locais mais comuns de infeccio. Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e espécies emergentes
como Candida krusei e Candida guilliermondii foram isoladas. Cinco isolados de Candida parapsilosis e um de Candida albicans e Candida
guilliermondii exibiram alta atividade enzimdtica. Concluimos que a caracterizacdo enzimdtica de isolados de Candida pode ser um ttil marcador
progndstico, especialmente em imunocomprometidos, uma vez que leveduroses nestes pacientes sdo geralmente graves.

Palavras-chaves: Infecgdes por leveduras. Imunocomprometidos. Atividade protedsica. Patogenicidade.

ABSTRACT

Yeast infections are common in immunocompromised patients, although emerging species have been changing the epidemiological profile. The
ability to secrete proteinases has been associated with pathogenicity within the genus Candida. This study had the aims of diagnosing yeast infections
in immunocompromised patients and evaluating the virulence of the etiological agents, based on a proteinase secretion assay using bovine serum
albumin as a substrate. Out of a total of 104 patients studied, 19 presented episodes of yeast infection. The respiratory tract (63.2%), followed by
the urinary tract (10.5%), were the most common sites of infection. Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis and emerging
species such as Candida krusei and Candida guilliermondii were isolated. Five isolates of Candida parapsilosis and one of Candida albicans and
Candida guilliermondii exhibited high enzymatic activity. We conclude that enzymatic characterization of Candida isolates may be a useful prognostic
marker, especially among immunocompromised individuals, since yeast infections in such patients are generally serious.
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A incidéncia de infecgdes oportunistas por leveduras tem se
tornado crescente, devido 2 maior agressividade no tratamento de
neoplasias, transplante de 6rgdos, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), lupus eritematoso sistémico (LES), entre outras
doengas® .

Infecgdes sistémicas causadas por leveduras do género
Candida sio freqiientes no hospedeiro imunocomprometido, com
aproximadamente 20 espécies reconhecidamente patogénicas
destacando-se Candida albicans, Candida tropicalis e Candida
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Zlabrata®*' *| sendo consideradas de dificil diagndstico com
altas taxas de morbidade e mortalidade, apesar das terapias
antiftingicas®.

Atualmente, podemos evidenciar uma mudanga marcante no
perfil epidemiolégico das leveduroses ao serem relatados casos
de infecgBes por espécies emergentes® »

Estas leveduras apresentam a habilidade de passar da
condi¢do de comensal a patégena quando sob condigdes
favordveis no hospedeiro, dependendo para isso dos diversos
fatores de viruléncia, incluindo a secre¢fo de enzimas hidroliticas
como proteases'.

Atividade protedsica relaciona-se diretamente com a
degradacio de componentes teciduais como coldgeno, queratina
e mucina, além de componentes imunoldgicos como anticorpos,
complemento e citocinas. A habilidade de leveduras de interesse
médico em secretar proteases tem sido associada a fatores de
patogenicidade®.
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0 presente estudo objetivou diagnosticar infec¢des oportunistas
por leveduras e avaliar a viruléncia dos agentes etiol6gicos quanto
a produgdo de protease.

MATERIAL E METODOS

Pacientes. Foram avaliados pacientes imunocomprometidos
internados em diversos setores do Hospital das Clinicas de
Pernambuco (HCPE), no periodo de Janeiro de 2006 a janeiro de
2007, com sintomatologia e/ou lesdes sugestivas para leveduroses.
0Os quadros clinicos mais comuns foram definidos de acordo com o
local de acometimento: infecgdes do trato respiratério, trato urindrio,
trato gastrointestinal e casos de lesdes localizadas ou disseminaczo.

A coleta das amostras clinicas foi realizada de acordo com o local
e caracterfsticas das lesdes, apés aprovagio pelo Comité de Ftica em
Saide da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). No Laboratrio
de Micologia Médica da UFPE, as amostras foram processadas através
de método padrio (exame direto e cultura) para diagndstico
micoldgico segundo Lacaz e cols®. O exame direto das amostras obtidas
foi realizado a partir de preparacoes em laminas a fresco, clarificadas
com solucio aquosa de hidréxido de potdssio (KOH) a 20% ou
contrastadas com tinta Nankin. Posteriormente, o material para anilise
foi semeado em quadriplicata nos meios 4gar Sabouraud (Difco) e Brain
Heart Infusion (Difco), ambos contendo 50mg/L de cloranfenicol. As
placas foram mantidas a 30°C e 37°C durante dez dias.

Isolados. A identificaciio dos agentes etiolégicos foi realizada
segundo Barnett e cols3 e Hoog e cols' através da observagio das
caracteristicas macroscopicas (aspecto, coloracio e bordos das
colonias), microscopicas (presenca de pseudomicélio, micélio
verdadeiro e produgio de clamidosporos) e fisioldgicas (assimilacfio

de fontes de nitrogénio e carbono, fermentagio de fontes de carbono
e produgio de urease). As leveduras também foram avaliadas através
de método automatizado VITEK 120 (BioMérieux).

Detecciio de protease. Testes preliminares de patogenicidade
foram desenvolvidos através da deteccio da enzima protease
utilizando-se meio indutor contendo soro de albumina bovina (BSA,
fracio V, Sigma, St Louis, MO) como substrato’. As leveduras isoladas
foram suspensas em 1,0mL de 4gua destilada esterilizada e contadas
em cimara de Neubauer obtendo-se concentragio de 106 células/
mL. Posteriormente, foram inoculadas em pocos no referido meio de
cultura e incubadas a temperatura de 37°C, com o objetivo de detectar
aformaczo de um halo transparente. O teste foi realizado em triplicata
com leitura ao final de sete dias e cdlculo da zona de atividade (ZA)
que equivale 2 relaciio entre o didmetro da colonia e o diametro da
zona de precipitacio. Os valores da ZA foram agrupados em quatro
classes: ausente (-; 1,0); muito baixo (+; 0,90-0,99); baixo (++;
0,80-0,89); alto (+++; 0,70-0,79)%.

RESULTADOS

Foram avaliados 104 pacientes internados no HCPE os quais
apresentaram diversas doencas de base e fizeram uso prolongado de
drogas que conduziram a estados de imunossupressio permanente
ou transitGria, no periodo de janeiro de 2006 a janeiro de 2007.
Destes, 19 pacientes exibiram estado de neutropenia e apresentaram
na microscopia direta das amostras clinicas numerosas células de
leveduras brotantes, com formacio de pseudomicélio e micélio
verdadeiro. Foi obtido um isolado de levedura para cada caso
avaliado, com excecdo de um paciente que apresentou lesdes em
sitios corpéreos distintos (Tabela 1). A idade variou entre 16 e 86
anos, destacando-se o sexo feminino com 53% dos casos.

TABEIA 1
Infeccdes oportunistas por leveduras e atividade protedsica dos agentes etioldgicos.
Paciente Sexo Idade Doenca de base Local Espécies de Candida ZA
1 M 32 insuficiéncia renal TGl Candida albicans ++
2 M 33 tuberculose pulmonar TR Candida krusei ++
3 M 72 cancer e diabetes mellitus TR Candida parapsilosis +++
4 F 55 hipotireoidismo TU Candida albicans ++
5 M 26 AIDS TR Candida tropicalis +
6 F 50 lupus eritematoso disseminada Candida albicans ++
7 M 24 tuberculose pulmonar TR Candida albicans ++
8 M 58 cancer Pele Candida guilliermondii +++
9 F 60 diabetes mellitus TR Candida parapsilosis +++
10 F 16 lupus eritematoso TR Candida parapsilosis +
11 M 26 AIDS TR Candida albicans +++
12 M 86 osteomielite tecido Gsseo e pele Candida parapsilosis +++
13 F 35 tuberculose pulmonar TR Candida albicans ++
14 F 03 diabetes mellitus TU Candida albicans +++
15 F 27 insuficiéncia renal TR Candida tropicalis +
16 F 52 diabetes mellitus disseminada Candida parapsilosis +++
17 M 31 pneumonia TR Candida albicans ++
18 F 82 insuficiéncia renal TR Candida albicans ++
19 F 20 AIDS TR Candida albicans

7A: zona de atividade protedsica, F: sexo feminino, M: sexo masculino, TGI: trato gastrointestinal, TR: trato respiratério, TU: trato urindrio.
AIDS: sindrome da imunodeficiéncia adquirida, -: ausente, +: muito baixa, ++: baixa, +++: alta.
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As condigdes de imunossupressao relacionadas as leveduroses
diagnosticadas incluiram insuficiéncia renal cronica e aguda,
tuberculose pulmonar, SIDA, diabetes mellitus, LES, entre outras
doencas de base, associadas aos seus respectivos tratamentos.
Quanto 2 localizacio das leveduroses, verificamos que o local
mais acometido foi o trato respiratério com 63,2%, seguido pelo
trato urindrio com 10,5% dos casos.

Os isolados de leveduras obtidos foram identificados como
Candida albicans (50%), Candida parapsilosis (30%) e
Candida tropicalis (10%). Outras espécies como Candida krusei
(5%) e Candida guilliermondii (5%), consideradas patGgenos
emergentes, também foram isoladas.

Do total de 20 isolados de Candida testados, 100% foram
produtores de protease, variando os valores de ZA entre as
espécies testadas e o local da infecgdo, destacando-se cinco
isolados de Candida parapsilosis e um de Candida albicans
e Candida guilliermondii que exibiram alta atividade desta
enzima (Tabela 1).

Os valores de ZA destes isolados demonstraram relacio direta
com o grau de agressividade das leveduroses. Cinco dos seis isolados
de Candida parapsilosis apresentaram alta atividade protedsica, dos
quais trés foram obtidos do trato respiratdrio (secrecio traqueal e
lavado bronquico) e dois de tecido dsseo e pele. De forma semelhante,
Candida albicans obtida de urina de paciente com diabetes mellitus e
Candida guilliermondii, obtida através de bidpsia da pele de paciente
com cancer fazendo uso de quimioterdpicos, também apresentaram
valores elevados de protease.

DISCUSSAO

As leveduras do género Candida equivalem a 8-10%
da causa das infecgdes oportunistas e permanecem como
importantes patégenos nosocomiais® '°. Alta incidéncia de
infec¢des oportunistas por leveduras tem sido evidenciada
sob manifestacdes clinicas e fatores de risco relacionados a
neutropenia como diabetes mellitus, tuberculose pulmonar, LES,
AIDS, uso de drogas imunossupressoras, mucosite induzida por
quimioterapia ou altas doses de irradia¢io® 7.

Vdrios aspectos da imunidade sdo alterados em pacientes com
diabetes e tuberculose. Nestas doencas, a funco de leucdcitos
polimorfonucleares é deprimida, ocorrendo nos casos de diabetes
quando a acidose estd presente. A aderéncia leucocitdria, a
quimiotaxia e a fagocitose podem ser afetadas conduzindo a
infeccOes oportunistas por leveduras’ .

Estudos prévios desenvolvidos com pacientesimunocomprometidos
de ambos os sexos e com infecgGes flingicas do trato respiratério
revelaram predomindncia no sexo feminino'? ', corroborando com
0s casos avaliados nesta pesquisa.

Estruturas dos agentes etioldgicos evidenciadas ao exame
direto, como pseudomicélio e micélio verdadeiro, reforcam a
condicio de infec¢io dos pacientes, afastando a possibilidade
de colonizacdo. Gow'' e Lacaz! consideram que estas
diferenciagdes facilitam a adesdo, invasdo e disseminacdo no
tecido hospedeiro.
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Em concorddncia com os resultados de Hamza e cols®
Candida albicans foi a espécie mais frequentemente isolada a
partir de infecches do trato respiratorio, seguida por Candida
Zlabrata e Candida krusei, demonstrando que a emergéncia
de espécies ndo-albicans tem produzido efeito relevante nas
condutas clinicas’. Estudo comparativo de infeccoes disseminadas
em pacientes imunocomprometidos verificou que a taxa de
mortalidade associada com Candida krusei foi de 49%, se
comparada 2 taxa de apenas 28% por Candida albicans®.

Dentre os atributos associados 2 viruléncia do género
Candida, destaca-se a elaboracio de enzimas proteoliticas e
estudos experimentais tém sugerido que elevada producio de
proteases é um importante aspecto de Candida para interacio
com tecido hospedeiro e viruléncia® %,

Nutrientes contidos no BSA resultam em niveis elevados
de protease, demonstrando o potencial de invasio dos agentes
etiolgicos™. Zaugg e cols® avaliaram atividade desta enzima
por espécies ndo-albicans, nfo sendo observadas variagdes.
Diferencas ou auséncia na expressao desta enzima por leveduras
isoladas de pacientes HIV-positivos podem ser explicadas pelo uso
extensivo de inibidores de proteases™.

Pesquisa recente desenvolvida por Nawrot e cols* com pacientes
imunocomprometidos demonstrou que leveduras isoladas de sangue
produziram significativamente menos protease que as obtidas de
infecgdes do trato respiratdrio, corroborando com nossos resultados.
Todavia, Oksuz e cols® verificaram que apenas Candida albicans
isolada do trato urogenital e pele de imunocompetentes apresentam
alta expressdo protedsica.

De acordo com Silva e cols®, esta metodologia pode ser
utilizada na caracterizacio fenotipica de leveduras e, portanto,
servir como um marcador epidemioldgico de infecgdes por
Candida, especialmente em ambiente hospitalar que predispde
os imunocomprometidos a leveduroses graves e de repeticio
devido aos procedimentos invasivos a que estes pacientes estao
expostos'®,

0 isolamento de espécies de Candida de amostras clinicas
de pacientes com reduzida resisténcia imunoldgica deve ser
considerado um achado significante, tendo correspondido na
maioria dos casos a infec¢des secunddrias?’.
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