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TR resumo

Candidiase maméria A candidiase, principal infeccéo flingica oportunista do ser humano, é provocada por leveduras do género

Candida que fazem parte da microbiota endégena do corpo humano. O objetivo deste trabalho foi
Aleitamento matemo estudar as espécies de Candida envolvidas em processos inflamatérios da mama em maes que estavam
Fator de viruléncia amamentando no Banco de Leite Humano da Maternidade-Escola Assis Chateaubriand da Universida-

de Federal do Ceara (UFC), verificando as atividades enziméticas e as suscetibilidades aos principais
Mastite antifingicos usados na candidiase. As amostras foram colhidas de fissuras no mamilo, cultivadas em
agar Sabouraud a 37°C por 72 horas e identificadas por testes micolégicos. Foram realizadas também
provas da proteinase, fosfolipase e hialuronidase e testes de susceptibilidade a anfotericina B e fluco-
nazol. Das 29 amostras, 13 (44,8%) apresentaram crescimento; 11 (84,6%) foram Candida albicans;
uma (7,7%), C. stellatoidea; e uma (7,7%), C. guilliermondii. As atividades enzimaticas de C. albicans
foram: 100% das cepas produziram fosfolipase; 64%, hialuronidase; e nenhuma produziu proteinase.
As leveduras examinadas mostraram-se susceptiveis aos antifiingicos testados com concentracéo ini-
bit6ria minima (CIM) de: anfotericina B 0,125 a 0,5ug/ml e fluconazol 2 a 4ug/ml. Todas as cepas de
C. albicans isoladas do mamilo de maes que estavam amamentando mostraram a enzima fosfolipase,
que pode ser um importante fator de viruléncia, e apresentaram uma excelente susceptibilidade aos
antifingicos testados.

Candida albicans

abstract ISYE
Candidiasis, human being’s main opportunist fungal infection, is caused by Candida, a sort of yeasts which | pipple candidiosis
are part of endogenous microflora of the human body. The purpose of this research was to study the Candida
species involved in the inflammatory processes of the breastfeeding mothers’ nipples from the human milk | Breastfeeding mothers
bank on Assis Chateubriand maternity-school at the Universidade Federal do Ceard, Brazil. It was verified the
enzymatic activities and the susceptibilities to the main used antifungal agents in candidiasis. The samples
were collected from the wounds in the nipples and grown in Sabouraud agar at 37°C for 72 hours. They were | Mastitis
identified by mycology tests. Proteinasis, phospholipase and hialuronidase tests were also made. Amphotericin
B and fluconazole susceptibility tests, too. From the 29 samples, 13 (44. 8%) of the total presented growth; 11 | Candida albicans
(84.6%) of them were Candida albicans; 07 (7.7%) of them was C. stellatoidea and 071 (7.7%) of them was
C. guilliermondii. The C. albicans enzymatic activities were: 100% of strains produced phospholipase; 64%
produced hialuronidase and none of the strains produced proteolytic activity. The tested yeasts were susceptive to
the antifungal agents tested with minimum inhibitory concentration — 0.125 - 0.5[1g/ml for amphotericin B and
2 — 4[1g/ml for fluconazol. All the C. albicans strains isolated from the breastfeeding mothers” nipples showed
the phospholipase enzyme which can be an important virulence factor. They presented excellent susceptibilities
to the antifungal agents tested.

Virulence factor
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Introducgéo

A infeccdo mamilar € um problema que esté crescendo
na lactacdo, sendo que a causada por fungos (candidiase
mamilar) ainda é pouco estudada e elucidada. A Candida
albicans, um fungo comensal encontrado freqlientemente
na vagina e no trato gastrointestinal de seres humanos, tem
sido responsabilizada por infec¢do superficial e localizada
das mamas em mulheres lactantes, apresentando fissuras
e dor, sendo caracteristica da infeccdo pela levedura e
podendo ser a principal causa de abandono prematuro
da lactagao®?.

A candidiase, principal infeccdo fingica oportunista do
ser humano, é provocada por leveduras do género Can-
dida, que fazem parte da microbiota endégena do corpo
humano. Essa infeccdo expressa muito bem a variedade de
relacdes que ocorrem entre o hospedeiro e a microbiota
autéctone, podendo ir do comensalismo a doenca sistémica
fatal®. Candida albicans é a principal espécie do género
associada a candidiase, mas outras também sdo relatadas,
como por exemplo: Candida tropicalis, Candida glabrata,
Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida kefir e Candida
quilliermondii.

As formas clinicas podem ser: mucosa, cutanea e sistémi-
ca. Na candidiase mucosa, os tecidos mais atingidos séo os
da boca e da vagina; na cutanea, as areas intertriginosas da
pele das maos, as virilhas e as axilas sdo comprometidas; na
sistémica, a infeccdo pode atingir diversos 6rgéos, causando
candidiase pulmonar, endocardite, nefrite e fungemia®-3.
Dependendo da localizacdo, a candidiase pode se manifes-
tar de diferentes formas. Os achados clinicos na candidiase
oral sdo bastante variaveis, podendo ser observados desde
quadros localizados até formas extensas.

As lesdes, conhecidas no Brasil pela denominagéo
popular de sapinho, sdo mais comuns em recém-nascidos
que ainda ndo colonizaram sua orofaringe, que por isso
possui um pH baixo, condi¢do que facilita a colonizacdo da
cavidade oral. Clinicamente inicia-se por pequenos pontos
esbranquicados na mucosa que rapidamente se tornam
confluentes, para formar pseudomembranas de coloragéo
esbranquicada, aderidas a mucosa sobre um fundo eri-
tematoso, que pode ser visto quando sdo removidas. As
localizagdes mais comuns na cavidade oral sdo as mucosas
que revestem bochechas, ponta da lingua e palato mole.
Entretanto, numa forma mais extensa, pode ser observada
uma invasdo macica, com extenso comprometimento da
cavidade oral, dificultando muitas vezes a degluticao, sendo
esta entidade mais observada em recém-nascidos de mées

portadoras de candidiase vulvovaginal®. Atualmente a C.
albicans tem sido responsabilizada por candidiase mamilar
em mulheres lactantes, sendo a dor e o ardor no mamilo
de origem desconhecida as principais queixas de infeccdo
por essa levedura™®.

As décadas de 1980 e 1990 caracterizaram-se por um
aumento do ndmero de mées decididas a amamentar.
Apesar disso, a pratica indica que um niimero significativo
destas param de amamentar logo em seguida. Entre as
vérias razOes para essa interrupgdo, pode ser citada a fissura
da regidgo mamilo-aréola, com dor e vermelhiddo mamilar,
conseqiiéncia da Candida albicans®™. E importante que os
profissionais de salde, as mulheres lactantes e os demais
envolvidos na educacdo do processo de aleitamento ma-
terno trabalhem para compreender melhor a candidiase
mamilar(?.

Apesar do aumento no ndimero de antiflngicos co-
mercialmente disponiveis nos dltimos anos, eles ainda
encontram-se em desvantagem, quando comparados as
drogas antibacterianas. A resisténcia aos antifingicos tem
representado um grande desafio para a clinica. Frente as
dificuldades observadas no tratamento de micoses em
alguns grupos de pacientes, recomenda-se, sempre que
possivel, o isolamento do agente responsavel pela infeccdo
e a determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)
das drogas passiveis de utilizacao®.

Em funcdo do grande nimero de lactantes atendidas
no Banco de Leite Humano da Maternidade-Escola Assis
Chateaubriand da Universidade Federal do Ceara (BLH/
MEAC/UFC), com queixas de fissura na base do mamilo,
despigmentacdo mamilar e aureolar e ardor (ou queima-
¢d0) ao amamentar, como também do crescente interesse
pelos mecanismos de viruléncia de Candida, surgiu o
nosso interesse em identificar as espécies envolvidas em
processos inflamatérios da mama em pacientes atendidas
no BLH/MEAC/UFC. Além de verificar os mecanismos de
viruléncia das leveduras, investigamos o grau de resisténcia
destas aos principais antifngicos usados nas terapias das
candidiases.

Material e método

As amostras foram colhidas em pacientes atendidas
no BLH/MEAC/UFC. A populacdo compreendeu mulheres
que estavam amamentando e apresentavam quadro de
mastite, ou seja, com fissuras na base do mamilo com eri-
tema, sugestiva de candidiase mamilar, e que ndo estavam
sendo tratadas. As amostras foram colhidas das fissuras da
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regido mamilo-aréola (Figura 1), com swabs esterilizados
e transportados, em meio salino, para o Laboratério de
Micologia do Departamento de Analises Clinicas e Toxico-
l6gicas (DACT) da UFC. As amostras, colhidas no periodo de
marco de 2001 a janeiro de 2002, foram semeadas em agar
Sabouraud 4% de glicose com cloranfenicol e incubadas a
37°C por trés a cinco dias. As col6nias foram identificadas
segundo os métodos micoldgicos tradicionais®”: zimogra-
ma, que consiste na diferenciacdo das leveduras, utilizando
a habilidade de cada espécie em fermentar actcares; teste
do tubo germinativo, que observa a formacado de um tubo
em espécies de leveduras do género Candida; teste dos cla-
mid6sporos em agar fuba com Tween 80, que avalia a for-
macao de estruturas caracteristicas de cada espécie, quando
ha crescimento em meio com poucos nutrientes®.

Nas amostras identificadas como C. albicans, foram
realizados os testes de fatores de viruléncia: fosfolipase,
proteinase e hialuronidase('® 2V, A presenca de enzimas
foi observada pela formacdo de uma zona opaca ao redor
da colonia da levedura, e a atividade enzimética (PZ) foi
medida, dividindo-se o diametro da colonia pelo diametro
da col6nia mais a zona de precipitacdo. A PZ foi codificada
com digitos, para as cepas ndo-produtoras dessa enzima
(PZ = 1), para atividade enziméatica média (1 > PZ > 0,64)
e para atividade enzimatica elevada (PZ < 0,63)("".

Por fim, foram realizados os testes de susceptibilidade
aos antiflngicos: anfotericina B (Bristol-Myers-Squibb) e
fluconazol (Pfizer), sequndo a metodologia do National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
(protocolo n® M27 A)®, de macrodiluicdo em caldo‘®.
Foi determinada a CIM. As concentracdes de anfoterici-
na B utilizadas foram de 0,125ug/ml a 32ug/ml. Para o
fluconazol foram utilizadas concentracdes de Tug/ml a
128ug/ml. Foi considerada CIM a menor concentrag¢ao do
antifingico que impediu crescimento visivel da levedura.

A ARG |
Figura 1 - fissura na base do mamilo de uma lactante do BLH/MEAC/UFC
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Cepas que apresentam CIM < 8ug/ml para o fluconazol sao
consideradas sensiveis; CIM entre 16 e 32ug/ml, interme-
diarias; e cepas com CIM > 64ug/ml, resistentes’®. Cepas
que apresentam CIM < Tug/ml para a anfotericina B sao
consideradas sensiveis; CIM entre 2 e 4ug/ml, intermedi-
arias; CIM > 4ug/ml, resistentes'®. A CIM dos azélicos é
definida como a menor concentracdo da droga que resulta
em decréscimo da turbidez comparado com um controle(®.
Como controle do teste, as amostras cresciam em meio de
cultura livre do antifiingico.

Resultados

Das 29 amostras, 13 (44,8%) apresentaram crescimento
de leveduras do género Candida. Das amostras positivas, 11
(84,6%) foram identificadas como Candida albicans, uma
(7,7%) como Candida stellatoidea e uma (7,7%) como Can-
dida guilliermondii (Figura 2). Foi verificado que a Candida
albicans foi a mais prevalente.

ATabela 1 mostra a PZ das amostras de C. albicans, ob-
servando-se que todas as cepas estudadas ndo apresentaram
acdo proteolitica, isto €, apresentaram PZ = 1. Em relacdo
a acdo fosfolipésica foi verficado que 45,4% apresentaram
atividade enzimatica moderada, entre 0,64 € 0,99, e 54,6%,
uma elevada atividade enzimatica, PZ menor do que 0,63. A
hialuronidase apresentou uma grande atividade enzimética
em 64% das Candida albicans, com PZ menor do que 0,63,
sendo observado que 36% das amostras ndo apresentaram
acdo da enzima hialuronidase (Figura 3).

A Tabela 2 mostra o perfil da CIM das amostras de C.
albicans em relacdo aos antifiingicos testados: anfotericina B
e fluconazol. A primeira teve uma CIM que variou de 0,125
a 0,5ug/ml e a segunda, de 2 a 4ug/ml. Foi observado que
todas as cepas testadas foram sensiveis.

B C. albicans

O C. stellatoidea

B C. guilliermondii
7,7%

7,7%

84,6%

Figura 2 - Distribuicdo das cepas de Candida isoladas de lactantes com mastite no
BLH/MEAC/UFC
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Tabela 1
Amostra Fosfolipase
1 0,59
2 0,57
3 0,64
4 0,69
5 0,7
6 0,66
7 0,92
8 0,62
9 0,59
10 0,43
11 0,43

Perfil e valores de PZ de Candida albicans isoladas de lactantes com mastite no BLH/MEAC/UEC

Proteinase Hialuronidase
1 0,52
0,56
0,48
0,47
1
0,39
0,6
0,58
1
1
1

e N = T T S = N = N

PZ = atividade enzimdtica.

100 17

o]

o
1
\

(o)

o
1
N\

Porcentagem

N

o
1
\

N
o
1

Proteinase

Hialuronidase

Fosfolipase

Figura 3 - Atividades enzimdticas de Candida albicans isoladas de lactantes com mastite no BLH/MEAC/UFC

AFigura 4 mostra a CIM de anfotericina B das cepas de
Candida albicans isoladas de mastites. Os resultados foram
cinco cepas com CIMs equivalentes a 0,5ug/ml, quatro com

CIMs de 0,25pg/ml e duas cepas com CIMs de 0,125ug/ml.

AFigura 5 mostra a CIM de fluconazol das cepas de Candida
albicans isoladas neste estudo. Os resultados mostram que
sete cepas tiveram CIMs equivalentes a 4pg/ml e quatro,
CIMs de 2pg/ml.

Em nosso estudo, usamos como critérios de inclu-
sao as infeccdes mamilares de mulheres que estavam
amamentando e frequentavam o BLH/MEAC/UFC. Elas
apresentavam fissuras na base do mamilo com eritema,
o diagnéstico de mastite foi clinico e as mulheres nado
estavam fazendo uso de medicamentos. A coleta foi
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realizada da fissura da regido mamilo-aréola (Figura 1),
e foram isoladas leveduras, sendo a espécie Candida al-
bicans a mais isolada, o que est de acordo com outras
publicacdes. Jarvis'", em um estudo epidemiolégico
realizado de 1980 a 1990, analisando 180 diferentes

Concentracao inibitoria minima
(ng/ml) dos antifingicos testados

com cepas de C. albicans isoladas
de lactantes com mastite no
Tabela 2 iR:VIIFWI{
Amostra Anfotericina B Fluconazol
1 0,5 4
0,25
0,25
0,5
0,125
0,25
0,25
0,5
0,125
0,5
0,5
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hospitais, verificou que 72,1% das infeccdes fingicas
eram devidas as espécies de Candida.

Dor durante a amamentacado, com auséncia de sinais sis-
témicos, pode ser um indicativo de infeccdo por C. albicans.
O seio pode aparecer com eritema ou fissurado. Tanguay
et al.??, estudando 105 mulheres que amamentavam, ob-
servaram que 27 (25,7%) apresentavam diagnéstico para
candidiase mamaria.

Num estudo realizado com 61 mulheres com dor no
mamilo e que estavam amamentando, 64 mulheres sem
dor no mamilo e que estavam amamentando, e 31 mu-
Iheres que ndo tinham dor no mamilo e que nédo estavam
amamentando, como caso controle, foi observado que,
em 19% das coletas daquelas que apresentavam dor no
mamilo e estavam amamentando, aumentou a quantidade
de C. albicans, sendo significativamente maior que no grupo
controle®. Em nosso estudo, o indice encontrado foi de
44,8%, o que demonstra uma elevacdo nos indices dessa
doenca (Figuras 1 e 2).

A candidiase mamaria pode estar associada a varios fa-
tores, como lesdao no mamilo no inicio da lactacdo, mastite,
uso de antibiéticos pds-parto e candidiase vulvovaginal®@?.
A levedura mais comumente isolada em nosso estudo foi a
C. albicans. Quando este patdgeno infecta maes lactantes,
o ato de amamentar se torna extremamente doloroso, o
que pode levar a um desmame prematuro®.

iveis

z

Numero de cepas sens

0,125

0,25 0,5

Anfotericina B pg/ml

Figura 4 - Niimero de cepas de Candida albicans sensiveis a CIM de anfotericina B, isoladas de lactantes com mastite no BLH/MEAC/UFC
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Figura 5 - Nimero de cepas de Candida albicans sensiveis a CIM de fluconazol B, isoladas de lactantes com mastite no BLH/MEAC/UFC

Nesse estudo foram realizados os testes de fatores de vi-
ruléncia, ou seja, exoenzimas secretadas pela levedura com
a finalidade de danificar as células do hospedeiro. Entre as
enzimas mais importantes secretadas pela C. albicans temos
a fosfolipase, que degrada fosfolipidios da membrana das
células; a proteinase, que pode degradar anticorpos; e a
hialuronidase, que degrada o acido hialurénico presente
entre as células.

Esse repertdrio enzimatico teria a finalidade de faci-
litar a entrada e a instalacdo da infeccdo por parte da C.
albicans. Para que a enzima secretada seja importante
no mecanismo de patogenicidade é necessério que esta
esteja em quantidade apreciavel. Na Tabela 1 podemos
verificar a PZ. Como podemos observar, ocorreu elevada
PZ em relacao a fosfolipase e a hialuronidase na maioria
das cepas isoladas, com PZ variando de 0,43 a 0,92
para a primeira e 0,39 a 1 para a sequnda. Quando a
PZ encontrada vale 1, ndo existe atividade enzimatica,
fato observado em relacdo a proteinase('”. Ribeiro?,
estudando os fatores de viruléncia de C. albicans de 120
amostras de secrecdo vaginal, identificou 47,5% de C.
albicans, todas produtoras de fosfolipases e proteinases.
Candido et al.”? observaram que mais de 83,3% das cepas
isoladas da cavidade bucal de pacientes com candidiase
apresentaram forte atividade fosfolipidolitica. Oliveira
et al.(”, estudando amostras de C. albicans isoladas da

mucosa bucal de pacientes com cancer, verificaram que
as amostras apresentavam forte atividade de fosfolipase e
proteinase. A viruléncia de C. albicans parece ser nao um
simples fator, mas sim um conjunto de fatores. Evidéncias
de associacbes de fatores tém sido recentemente des-
critas®®. Em nosso estudo, todas as cepas de C. albicans
produziram tubo germinativo que, segundo a literatura,
é fator importante na colonizaco e na infecgéo. E pos-
sivel que a alta atividade fosfolipidolitica encontrada e a
producéo de tubo germinativo, bem como a producéao de
hialuronidase, possam facilitar a penetracdo na mucosa e
0 aparecimento caracteristico dos sintomas, como a dor
e o rubor no mamilo@.

Em nosso estudo foram realizados testes de suscepti-
bilidade a dois antifiingicos usados comumente na clinica
médica: a anfotericina B e o fluconazol. O dltimo é menos
téxico e tao eficaz quanto o primeiro em pacientes nado-
imunocomprometidos. Porém, existe uma tendéncia em se
evitar o uso de fluconazol no tratamento de candidemias
causadas por Candida ndo-albicans'. Todas as cepas estu-
dadas foram sensiveis a anfotericina B e ao fluconazol.

Em estudo realizado por Brent®, o tratamento mais
comum da candidiase mamaria foi nistatina creme para a
mae e nistatina oral para o bebé. Segundo Bodley et al.®,
a candidiase mamaria pode apresentar uma refratariedade
ao tratamento com nistatina creme, sendo necessario o uso
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de fluconazol oral. Nesse caso, a amamentacao devera ser
interrompida, pois o fluconazol ndo deve ser administrado
a mulheres lactantes.

Aidentificacdo dos patégenos causadores da candidiase
mamaria e de seus fatores de viruléncia € importante para se
compreender a patologia e usar mecanismos de tratamento,

| Bras Patol Med Lab ¢ v. 40 ® n. 5 » p. 299-305 ¢ outubro 2004

evitando que as maes abandonem ou encurtem o periodo
de amamentacao.
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