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RESUMO

A incidéncia de infecgbes oportunistas por leveduras tem se tornado
crescente, devido a varios fatores tais como a maior agressividade no
tratamento de neoplasias, transplante de érgaos, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), lupus eritematoso sistémico (LES), entre outras doencas.
Estas leveduras apresentam a habilidade de passar da condi¢cdo de comensal
a patégena sob condi¢des favoraveis no hospedeiro, dependendo para isso
dos diversos fatores de viruléncia. Dentre as infec¢des fungicas generalizadas,
a candidiase tem destaque. A candidemia esta entre as principais causas de
infeccdes da corrente sanguinea nosocomiais e esta associada com
mortalidade significativa. A incidéncia de candidemia esta crescendo com o
aumento da complexidade dos procedimentos cirdrgicos, a existéncia de
populacdes de pacientes em maior risco de infeccdo e as mudancas do
paciente de acordo com caracteristicas demograficas. Sua incidéncia global
elevou-se cinco vezes nos ultimos dez anos e as leveduras do género Candida
estdo atualmente entre a quarta e sexta infecgcdo da corrente sanguinea mais
comum na América do Norte e na Europa. Outras leveduras como as espécies
do género Trichosporon e de Rhodotorula, pertencentes a familia
Cryptococcaceae sao causas frequentes de fungemia, e podem levara um
agravamento em pacientes imunossuprimidos, a septicemia. Outras leveduras
raras que podem causar doencas invasivas em pacientes severamente
imunossuprimidos incluem as do género Geotrichum, Hansenula, Malassezia e
Saccharomyces. Com esse crescente aumento de septicemia por leveduras,
houve necessidade do aprimoramento das técnicas de diagndstico. Tendo em
vista a gravidade das infecgBes fungicas sistémicas, bem como seu elevado
custo socioecondmico, é importante um diagnostico rapido e preciso para que a
intervencdo medicamentosa possa ser iniciada precocemente na tentativa de

minimizar as elevadas taxas de mortalidade.

Palavras-chave: oportunistas, leveduras, infecgdes, Candida e septicemia.



ABSTRACT

The incidence of opportunistic infections by yeast has become increasing
due to several factors such asthe more aggressive the treatment of cancer,
organ transplantation, acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), systemic
lupus erthematosus (SLE), among other diseases. These yeasts have ability to
pass of conditions commensal to pathogenic under favorable conditions in the
host, for this depending on the various virulence factors. Among the widespread
fungal infections, candidiasis prominently. The candidemia is among the leading
causes of nosocomial bloodstream infections and is associated with significant
mortality. The incidence of candidemiais increasing with the increasing
complexity of surgical procedures, the existence of patient populations at
increased risk of infection and changes in the patient according to demographic
characteristics. Its overall incidence has risen five timesin the lastten years
and the Candida yeasts are currently the fourthto sixth bloodstream infection
most common in North America and Europe. Other yeasts and species of the
genus Trichosporon and Rhodotorula, belonging to the family Cryptococcaceae
are frequent causes of fungemia, and can lead to an increase in
immunosuppressed patients, septicemia. Otherrare yeastthat can cause
invasive disease in severely immunosuppressed patients include the genera
Geotrichum, Hansenula, Malassezia and Saccharomyces. With the increasing
growth of yeast septicemia, there was need forimproving diagnostic
techniques. Given the severity of systemic fungal infections, as well as its high
socioeconomic cost, it is important to a rapid and accurate diagnosis so that
medical intervention can be started early inan attempt to minimize the high

mortality rates.

Key-words: opportunistic, yeast, infections, Candida and septicemia.



LISTAS DE FIGURAS

FIGURA 1 - Micrografia de Saccharomyces cerevisiae em brotamento ......... 15
FIGURA 2 - Célula Schizossacharomyces pombe no inicio da divisdo por
LESEST (oI o] g = T4 - TR ST 15

FIGURA 3 - Atividade de fosfolipase de Candida albicans em Agar Sabouraud

dextrose suplementado COmM gema d€ OVO  ....covevviiiiiiiiiiiiii e 18
FIGURA 4 - Esquema de Cryptococcus sp. corado com tinta nanquim .......... 36
FIGURA 5 - Fotomicrografia de uma preparagdo com tinta nanquim de C.
ALT0) (0] 404 F=T 0 TP P PUUPPTRTRRUPPPPIN 37

FIGURA 6 — Fotomicrografia de escarro com coloracdo de Gram caracteristicos

de espécie de Candida ......ccccceeeiiiiiiie e 37
FIGURA 7 - Crescimento de diferentes espécies de Candida em
CHROMAQGAr™ CANAIOA ........cveeeeeceeieeeeeeeeee e ee et ettt ere et an e ana 40

FIGURA 8 - Fotomicrografia de um tubo germinativo, caracteristico de Candida

AIDICANS ... e 41
FIGURA 9 — Clamiddsporos no interior das hifas de C. albicans ..................... 42
FIGURA 10 - Clamidosporos de cepas de C. dubliniensis e C. albicans ........ 43
FIGURA 11 — Teste de assimilacdo de agUcares ...........ccccceveeeiiviverneeeeeseennnns 44

FIGURA 12 — Réplica platining para o isolamento de coldnias de auxotrofia .. 44



LISTAS DE SIGLAS

AIDS / SIDA - Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

DNA - Acido desoxirribonucleico

EUA - Estados Unidos da América

HIV - Virus da Imunodeficiéncia Humana

IgA - Imunoglobulina A

LES - LUpus eritematoso sistémico

PFGE - Técnica de eletroforese em campo pulsatil incluindo gel
RNA - Acido ribonucleico

SIRS - systemic inflammatory response syndrome

SNC - Sistema nervoso central

UTI - Unidades de terapia intensiva

Vi



SUMARIO

Vi

1 - INTRODUGAD ...ttt ean et e e 9
2 - OBJIETIVOS o e e e e et e e e aae e 11
2.1 - OBJIETIVO GERAL et e 11
2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 11
3-RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA ...oooooieie ettt e 12
4 - METODOLOGIA .. et e a e e eeaeaans 12
5 - CARACTERISTICAS DAS LEVEDURAS .....cooveieiviiieies e 13
5.1 Classificac@o das 1eVEdUIAS .........cccociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e eeeeaaee s 15
5.1.1 Filo ASCOMYCOTA. ....ciieeeiiiiiiieiie ettt 15
5.1.2 Filo BasidiomyCota ......ccooveeiieiiiiiiiiiiie it s eeeeeereees 16
5.1.3 FilO ZIGOMYCOTA ...ttt 16
5.1.4 DEULEIOMYCEIES  ..oeeieiiiie e ee i e e e e e e e e eennnas 16
6 - LEVEDURAS ENVOLVIDAS EM INFECCOES INVASIVAS .......c..ccoovuee. 17
0 R O 1y o | T = TP P PP UPPPPPPPRPPPPP 17
6.2 CPYPLOCOCCUS  .eveeetiieeettinitinsnie e ess s e s e s e s e e e e e s ee e e e e e e e eeeeeeeee e eeesnnnnn s e 22
6.3 Wickermomyces anomalus (Pichia anomala) ..........ccccccceeeiiiiiiiiniiiinnnne. 23
6.4 TIICNOSPOTUM ..ot ettt e e e e e e e e e e e e nenennee e 24
6.5 MAIASSEZIA ...ttt 25
6.6 SACChArOMYCES ... 27
6.7 RNOAOIOIUIA . 28



(SRR J CT=To ] § g o101 IR 29

7 - SENSIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS ..o, 30
7.1 ANOLENCING B ..o 30
7.2 FIUCIHOSING  .ovtieiiiiei ettt ittt ettt e e et e e e e e eann s 32
7.3 Derivados AZOlICOS  .....ocveeiiiiiiie et 33
8 - DIAGNOSTICO ..ottt ettt e eaens 34
8.1 Exame microSCOPICO TIr€L0 .........eeeiiiiueiiieiiiiiiie e e 35
8.2 CUILIVIO ..ttt e e e e 38
8.2.1 Caracteristicas em meios CromOgENICOS ..........cevveeeeiiiirrereeeeninns 39
8.2.2 Fluorescéncia em agar azul- metil  .......ccccoii i, 40
TG I\ el (] 1 g To] £ (o] (oo |- PRI 41

8.3.1 Caracteristicas fenotipicas para a diferenciacdo de Candida néo-

AIDICANS e 41
8.3.2 Producao de clamidOSPOr0OS .......ccccoccvvveeeeeiiiiiieieeeeeessssinneeeenn s 42
8.4 Teste de assimilacao de aGUCAreS .........cccvevveeeieiiiiiiviiie e eeee e e e e 43

8.4.1 Assimilacdo de carboidratos e identificacdo por sistemas

(o013 41T (ol =TI PP RPPPPRP 45

8.5 Testes MOIECUIAIES .........cccuiiiiiiiiie e 47
9. CONSIDERAGCOES FINAIS ...t 50
10. REFERENCIAS  ...ooioieeiee ettt et en e 51

Vil



1. INTRODUCAO

A incidéncia de infecgbes oportunistas por leveduras tem se tornado
crescente, devido ao aumento de fatores como, a maior agressividade no tratamento
de neoplasias, transplante de o6rgaos, sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA), ltpus eritematoso sistémico (LES), entre outras doencas. Atualmente,
podemos evidenciar uma mudanca marcante no perfil epidemiolégico das
leveduroses ao serem relatados casos de infecgbes por espécies emergentes
(MACEDOQO et al., 2009).

Estas leveduras podem apresentar a habilidade de passarda condicdo de
comensal a patdgenas. Esta habilidade vai depender de condigBes favoraveis no
hospedeiro e também de fatores de viruléncia da levedura, incluindo a secre¢éo de
enzimas hidroliticas como proteases, fosfolipases, produgéo de biofilme entre outros
(KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002). A atividade proteasica relaciona-se diretamente
com a degradacdo de componentes teciduais, como colageno, 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 (SILVA, FERREIRA & CANDIDO, 2007).

Os biofilmes representam o0 tipo mais prevalente de crescimento microbiano
na natureza e s&o cruciais parao desenvolvimento de infecgBes clinicas, estando
nos Ultimos anos associados com alto nivel de resisténcia dos organismos
associados aos antibioticos (OZKAN et al., 2005). Um biofilme é formado por micro-
organismos e seus polimeros extracelulares que estéo ligados a uma superficie (g-

PFALLER etal., 1995). A capacidade de formar biofilmes nas superficies de
cateteres e outros dispositivos proteicos, também contribui paraa alta prevaléncia
do organismo aderido como agente etiol6gico de infec¢cdes nosocomiais
(MATSUMOTO et al., 2001).

As condigbes favordveis no hospedeiro incluem principalmente a
imunossupressdo. Por exemplo, varios aspectos da imunidade s&o alterados em
pacientes com diabetes e tuberculose. Nestas doengas, a fungdo de leucdcitos
polimorfonucleares é deprimida, ocorrendo nos casos de diabetes quando a acidose
estid presente. A aderéncia leucocitaria, a quimiotaxiae a fagocitose podem ser

afetadas conduzindo a infec¢des oportunistas por leveduras (MACEDO et al., 2009).
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A sepse é a principal causa de morte nas unidades de terapia intensiva
(UTI's) e esté entre as principais causas de morte nos EUA (MARTIN et al., 2003).
Em torno de 2% a 11% das internacdes hospitalares e nas UTI's s&o por esta sepse
(ANGUS & WAX, 2001). No Brasil (2006) foi realizado um estudo prospectivo em 65
hospitais de todas as regioes do Brasil evidenciando uma elevada mortalidade por
sepse nas UTI'sdo pais. Dentre os micro-organismos causadores as infeccdes
fungicas foram responséaveis por 5% das mortes. A ventilacdo mecéanica foi a causa

predominante de sepse, no qual ocorreu em 82,1% dos casos (JUNIOR et al., 2006).

No Brasil, os aspectos epidemioldgicos da sepse tém sido investigados,
destacando-se BASES Study (Brazilian Sepsis Epidemiological Study) — estudo de
coorte multicéntrico e observacional realizado em cinco unidades de terapia
intensiva publicas e privadas —, no qual se identificou uma densidade de incidéncia
de sepse de 57,9 por 1000 pacientes-dia (95% IC 51,5-65,3) (SILVA et al., 2004).

Dentre as infec¢des fungicas generalizadas, a candidiase tem destaque. Em
pacientes internados em Unidades de Terapia Intensivas, muitas vezes o curso é de
sepse grave 0 que muitasvezesleva a morte (CIOK-PATER & GOSPODAREK,
2007). Existem diversas espécies de Candida, além da C. albicans associadas a
estas infeccbes (ELLS et al., 2009). Outras leveduras como as espécies do género
Trichosporon e de Rhodotorula, pertencentes a familia Cryptococcaceae séo causas
frequentes de fungemia, e podem levara um agravamento em pacientes
imunossuprimidos, a septicemia. Outras leveduras raras que podem causar doencgas
invasivas em pacientes severamente imunossuprimidos incluem os géneros

Geotrichum, Hansenula, Malassezia e Saccharomyces (MICELI et al., 2011).

Para se obter um tratamento eficaz, é essencial ter um conhecimento de qual
€ a espécie causadorada infeccdo, assim como da sua sensibilidade a drogas
(FALAGAS et al., 2010). Portanto, no presente trabalho seréo descritas algumas das
leveduras causadoras de infecgdes sistémicas, assim como as metodologias de

identificacdo e os tratamentos disponiveis.
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2. OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisdo bibliografica descrevendo as leveduras emergentes
causadoras de infecgbes invasivas no homem, além das metodologias de

identificacdo e o perfil de suscetibilidade aos antifiingicos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Definir o que sao leveduras;

e Caracterizar as principais leveduras causadoras de infec¢des invasivas;

e Caracterizar o perfil de susceptibilidade destas leveduras frente aos antifingicos
usuais;

e Descrever as metodologias de identificagéo destas leveduras;

e Descrever a importancia do diagndstico correto na identificag@o das leveduras.
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3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A incidéncia de infecgBes sanguineas causadas por leveduras emergentes
tem crescido de forma preocupante nos Gltimos anos, com isso, tem aumentado
também a necessidade de maior eficiéncia no diagnéstico, uma vez que estas
leveduras muitas vezes néo sédo diagnosticadas corretamente acarretando em erros
no tratamento dos pacientes acometidos. Além disso, muitas vezes os isolados sédo
resistentes aos antifingicos mais utilizados na pratica médica, dificultando o

tratamento e comprometendo a saude publica como um todo.

Logo, esse trabalho justifica-se por ser crescente o numero de casos de
septicemia por leveduras antes comensais e atualmente patogénicas e ressalta a
importancia no investimento em pesquisa para o desenvolvimento de novas drogas

a fim de controlar esses indices de infecgdes multirresistentes.

4. METODOLOGIA

O trabalho foi baseado em pesquisa exploratoria, com obtencao de dados a
partir de uma revisdo bibliografica, que porsua vez recuperao conhecimento
cientifico sobre um determinado problema, que nesse caso é a septicemia causada

por Candida n&o-albicans e outras leveduras.

Os sites de busca utilizados neste projeto foram: Pub Med, Science Direct,
Periddicos CAPES e Scielo. Foram utilizadas as seguintes palavras- chave:
leveduras emergentes, Candida albicans, Candida nao-albicans, Pichia,
Trichosporum, Rhodotorula, Geotrichum, Hansenula, Malassezia, Saccharomyces,

antifangicos, resisténcia, diagnoéstico, entre outras.
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5. CARACTERISTICAS DAS LEVEDURAS

As leveduras séo fungos predominantemente unicelulares dentro de um grupo
profilético classificadas dentro de Asco e Basidiomicetos (KURTZMAN, FELL &
BOEKHOUT, 2011). Sao caracteristicamente esféricas ou ovais e estdo distribuidas
amplamente no ambiente, assim como os fungos filamentosos, sendo
frequentemente encontradas como um p6 branco cobrindo frutas e folhas
(TORTORA et. al, 2005). A maioria das leveduras é classificada como ascomiceto;
sd0 muito maiores que ceélulas bacterianas, podendo ser distinguidas
microscopicamente das bactérias por suas dimensdes e pela presencga de estruturas
internas, talcomo o nucleo. Crescem abundantemente em habitats onde ha
presenca de agucares, como frutas, flores e cascas de arvores. Algumas espécies
vivem simbioticamente com animais, em especial insetos, sendo espécies
patogénicas para animais e humanos (MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2004).

Os fungos néo possuem mecanismos quimicos, fotossintéticos ou autotréficos
para producdo de energia ou sintese de constituintes celulares. Absorvem oxigénio e
desprendem anidrido carboénico durante seu metabolismo oxidativo. Alguns fungos
podem germinar muito lentamente em meio com pouco oxigénio (TRABULSI &
ALTERTHUM, 2008).

S&o capazes de crescimento anaerébio facultativo e podem utilizar o oxigénio
ou um componente organico como aceptor final de elétrons, sendo este de grande
importancia, uma vez que permite que esses fungos sobrevivam em Vvarios
ambientes. Se houver acesso ao oxigénio, as leveduras respiram aerobicamente
para metabolizar hidratos de carbono formando dioxido de carbono e &gua; na
auséncia do oxigénio, elas fermentam os hidratos de carbono e produzem o etanol e
dioxido de carbono. Essa fermentacéo € usada na fabricagdo de cerveja, do vinho e

nos processos de panificagdo (TORTORA et. al, 2005).

As leveduras podem ser definidas como fungos cuja reprodugéo
predominante é de forma assexuada, resultado de brotamento ou fissédo, e que nao
fazem seus estados sexuais dentroou em cima de um corpo de frutificacdo. Esta
distingdo tem sido apoiada por comparagdes moleculares, que demonstram que
leveduras provenientes de brotamento e fisséo séo filogeneticamente distintas uma

da outra e dos Euascomycota. Uma excecado é o género Eremascus, que tem ascos
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nao inclusos, masas células ndo sdo formadasde brotamento. Uma distingdo
semelhante pode serfeita paraleveduras do filo basidiomicota, que muitas vezes
séo filogeneticamente separadas dos cogumelos que se originam a partir de corpos

de frutificacdo complexos. Em resumo, leveduras, ascomicéticas ou
basidiomicéticas, sdo geralmente caracterizadas por brotamento ou fissdo como
principal meio de reproducéo assexuada, e tem estado sexual que ndo séo inclusos

em corpos de frutificacdo (KURTZMAN, FELL & BOEKHOUT, 2011).

No brotamento, a célula parental forma uma protuberancia (broto) na
superficie externa (Fig. 1). A medida que o broto se desenvolve, o nicleo da célula
parental se divide, e um dos nicleos migra para o broto. O material da parede
celular € entdo sintetizado entre o broto e a célula parental,e o broto acaba
se
separando da célula parental. Uma célula de levedura pode produzir mais de 24
células-filhas por brotamento. Algumas leveduras produzem brotos que ndo se
separam uns dos outros; esses brotos formam uma pequena cadeia de células
chamada de pseudo-hifa (TORTORA et. al, 2005).

As leveduras que se reproduzem por fissdo, como Schizosaccharomyces,
dividem-se produzindo duas células novas iguais. Durante a fissdo-binaria, as
células parentais se alongam, seus nlcleos se dividem, e duas células filhas séo
produzidas (Fig. 2). O aumento do nimero de células de leveduras em meio soélido
produz uma coldnia similar as colénias de origem bacteriana (TORTORA et. al,
2005).

Algumas leveduras realizam a reprodugdo sexuada, em que ocorre uma fuséo
de duas células. No interior da célula fundida, o zigoto, ascosporos (no caso dos
Ascomicetos) s&do eventualmente formados (MADIGAN, MARTINKO & PARKER,
2004).
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Fig. 1: Micrografia de Saccharomyces cerevisiae em diversos estagios de brotamento. Fonte:
Levedura de brotamento, TORTORA et. al, 2005.

Fig. 2: Microscopia 6ptica de Célula Schizossacharomyces pombe corada com calcofltor no inicio da

divisdo por fissdo binaria. Fonte: JOHANN, 2011.

As principais leveduras de importancia econémica correspondem ao género
Saccharomyces, utilizadas na panificacdo e na producdo de bebidas alcodlicas.
Embora o habitat natural dessas leveduras sejam as frutase sucos de frutas, as
leveduras comerciais atualmente utilizadas sdo relativamente diferentes das
linhagens selvagens, visto que foram aperfeicoadasao longo dos anos por
cuidadosa selecéo e manipulacdo genética, sendo o primeiro organismo eucarioto a
ter seu genoma completamente sequenciado (MADIGAN, MARTINKO & PARKER,
2004).

5.1 Classificacdo das leveduras

A taxonomia dos fungos tem apresentado progresso expressivo baseados em
técnicas  moleculares, principalmente a prova de PCR e selecdo de
oligonucleotideos com sondas especificas. Os fungos patogénicos e oportunistas
mais importantes estdo distribuidos em trés filos do reino Fungi: Zygomycota,
Basidiomycota, Ascomycota e no grupo dos Deuteromycetes (TRABULSI &
ALTERTHUM, 2008).

5.1.1 Filo Ascomycota:

S&o denominados fungos superiores, principalmente porque possuem uma
estrutura consideravelmente mais complexa do que os outros fungos. Os membros

dos ascomicetos incluem as formas leveduriformes, miceliais e fungos dimérficos
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(PELCZAR & JOSEPH, 1997). Agrupa fungos de hifas septadas. A sua principal
caracteristica € 0 asco, estrutura em forma de bolsa, no interiordo qual sao
produzidos os ascosporos, esporos sexuados, com forma, ndmero e cor variaveis

para cada espécie. Conidios, propagulos sexuados sdao também encontrados.
Compreende 80% das espécies fungicas patogénicas e oportunistas. Trés classes
nesse filo possuem espécies patogénicas parao homem: Hemiascomycetes,
Loculoascomycetes e Plectomycetes (TRABULSI& ALTERTHUM, 2008). Os
ascomicetos desempenham um papel ecolégico importante na degradacdo de
moléculas animais e vegetais resistentes como a celulose, a lignina e o colageno
(PELCZAR & JOSEPH, 1997).

5.1.2 Filo Basidiomycota:

Os basidiomicetos podem ser distinguido de todos os outros fungos por
possuirem basidio, uma estrutura reprodutiva microscépica em forma de clava onde
ocorre a cariogamia e meiose (PELCZAR & JOSEPH, 1997). Compreende os fungos
superiores ou cogumelos comestiveis. Apresentam hifas septadas, e séo
caracterizados pela produgdo de esporos sexuados externos, os basididsporos,
tipico para cada espécie. Conidios ou propagulos assexuados podem ser
encontrados. A classe Teliomycetes contém a espécie patogénica mais importante,
Filobasidiella neoformans (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).

5.1.3 Filo Zigomycota

Inclui os fungos de micélio cenocitico, ainda que septos possam separar
estruturas como esporangios. A reprodugdo pode sersexuada pelaformacdo de
zigosporos e assexuada com a producdo de esporos, 0s esporangiosporos, no
interior de esporangios. A classe dos Zygomycetes  contém fungos de
interesse
médico, encontrados nas ordens Mucolares e Entomophthorales (TRABULSI &
ALTERTHUM, 2008).

5.1.4 Deuteromycetes (Fungos Mitosporicos)

Todos os fungos que nédo tém conexdo com Ascomycetes e Basidiomycetes
sdo incluidos no grupo artificial dos Deuteromycetes.Outros termos como
fungos

imperfeitos, fungos assexuados e fungos conidiais ttm sido usados para designar
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esses organismos. Ainda que outros fungos possuam estruturas assexuadas, como
Omycota e Zygomycota, estes organismos nunca foram tratados como
Deuteromycetes. A grande maioria dos fungos desse grupo tem habitat no solo e
sdo os principais componentes da microbiota atmosférica. Fungos patogénicos e
oportunistas, em sua maioria estdo, no grupo dos Deuteromycetes, entre as classes

Blastomycetes, Coelomycetes e Hyphomycetes (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).

Algumas espécies desse grupo sao importantes na indistria e na medicina.
Um dos antibiéticos mais conhecidos, a penicilina, ¢ produzida pelo Penicillium
notatum e P.chrysogenum. Um dos patdgenos oportunistas mais comuns é a
Candida albicans (PELCZAR & JOSEPH, 1997).

6. LEVEDURAS ENVOLVIDAS EM INFEC(;OES INVASIVAS
6.1 Candida

Vérias espécies do género Candida existem como comensais das membranas
das mucosas na maioria dos individuos saudaveis e de outros animais de sangue
guente onde crescem sem causar qualquer dano (RAMAGE et al., 2001; SULLIVAN
etal., 2004). No entanto, em condigcbes de comprometimento dos mecanismos de
defesa do hospedeiro, as leveduras deste género podem se tornar patogénicas
(NIEWERTH & KORTING, 2002).

Este fungo leveduriforme apresenta como os principais fatores de viruléncia:
aderéncia, variabilidade fenotipica (“switching”), produ &0 de toxinas e enzimas
extracelulares. A aderénciase deve a caracteristicas quimicas e estruturais da
parede celular. O composto quimico que permite a unido € uma manoproteina,
enquanto que a estrutura é uma capa fibrilar que recobre a parede. Tem-se descrito
também outras moléculas de aderéncia, como as adesinas (lectinas e glicoproteinas
de superficie), que se aderem a receptores protéicos (laminina, fibronectina e fibrina)
presentes na superficie celular das mucosas. Esta interacdo pode ser influenciada
pela temperatura, pH, nutrientes, IgA secretdria e hidrofobicidade superficial celular
(GHANNOUM & RICE, 1999; GREENFIELD, 1992).
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As exoenzimas fosfolipases desempenham um papel importante na
patogénese de fungos oportunistas, bem como um papel ativo na invaséo do tecido
do hospedeiro durante a candidiase. Por clivagem de fosfolipidios, a fosfolipase
desestabiliza a membrana celular e promove lise desta membrana (SCHEID etal.,
2010). Essas fosfolipases extracelulares tém um papel significativo na patogénese
da infeccdo e invasdo ao epitélio da mucosa. Além disso, varios estudos mostram
que isolados clinicos de C. albicans tem nivel mais elevado de atividade de
fosfolipase extracelular quando comparado com isolados comensais (Fig. 3)

(MAHMOUDABADI, ZARRIN & MIRY, 2010).

Fig. 3: Atividade de fosfolipase de C. albicans em Agar Sabouraud dextrose suplementado com gema
de ovo, demonstrando a diferenca no diametro do halo branco produzido por isolados clinicos e

comensais. Fonte: Mahmoudabadi, et al., 2010.

Desde a descrigdo de um método de placa para a detecgdo de atividade de
fosfolipase em C. albicans por PRICE etal. (1982), este tornou-se método de
triagem para a atividade de fosfolipase tradicionais entre as espécies de Candida
bem como paraoutras leveduras como Cryptococcus neoformans e Malassezia

pachydermatis que também apresentam fosfolipases.

No género Candida existem muitas leveduras que produzem pseudo-hifas ou
micélio verdadeiro (fator favorece o potencial invasivo desse género), vista ao
exame direto do Gram e/ou cultura. A C. albicans, entre outras, possuia
particularidade de emitir tubos germinativos apds incubacdo em contato com soro
humano & 36°C+1 porduasa trés horasem observacdo microscopica. Mas, no
entanto, alguns isolados de C. albicans ndo formam tubo germinativo em condi¢des
ideais. Desta maneira, devem ser realizados outros testes para a sua identificagéo,

com base nas propriedades bioquimicas, fisiolégicas e genéticas como a capacidade
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de assimilacédo dos acgUcares, producao de clamidésporos ou produgéo de enzimas e
identificacdo molecular (CONCEICAO et al., 2005).

A candidemia esta entre as principais causas de infec¢des da corrente
sanguinea e esta associada com mortalidade significativa (FALAGAS et al., 2010). A
incidéncia de candidemia estd crescendo com o aumento da complexidade dos
procedimentos cirlrgicos, a existéncia de populacdes de pacientes em maior risco
de infeccdo e as mudancas do paciente de acordo com caracteristicas
demograficas. Sua incidéncia global elevou-se cinco vezes nos ultimos dez anos e
as leveduras do género Candida estdo atualmente entre a quarta e sexta infecgao
da corrente sanguinea mais comum na América do Norte e na Europa (BASSETTI et

al., 2011).

No entanto, as taxas de candidemia podem variar geograficamente. Por
exemplo, uma incidéncia crescente de candidemia na Islandia foi relatada no
periodo entre 1980 e 1999 (ASMUNDSDO'TTIR, ERLENDSDO'TTIR &
GOTTFREDSSON, 2002), mas o mesmo nao foi observado na Suica, onde um
estudo nacional de vigilancia mostrou que a incidéncia de candidemia manteve-se
inalterada durante o periodode 1991 a 2000 (MARCHETTI etal., 2004). Parece,
portanto, que existem diferencas entre diferentes paises na epidemiologia da
candidemia, ressaltando a necessidade de vigilancia continua para
monitorar tendéncias da incidéncia, a distribuicdo das espécies, e o0s perfis
de susceptibilidade a drogas antifiingica. A epidemiologia de candidemia tem sido
estudada extensivamente nos Estados Unidos, Europa e alguns paises da América

do Sul (BASSETTI etal., 2011).

A Candida é uma importante causa de infeccbes da corrente sanguinea,
causando mortalidade e morbidade significativa em ambientes de cuidados de
saude. Globalmente, dentre as espécies de Candida isoladas, a C.albicans é
responsavel por cerca de 50% dos casos de infeccBes nosocomiais e as outras
espécies nao-albicans juntas equivalem aos outros 50% dos casos. As ndo-albicans
incluem C. parapsilosis (28,4%), C. glabrata (9,5%), C. tropicalis (6,6%) e C. krusei
(2,6%). (BASSETTI etal., 2011).

A C. parapsilosis € uma das principais causas de candidose sistémica.

Individuos com maiorrisco de infeccdo grave sdo recém-nascidos e pacientes em
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unidades de terapia intensivas. As espécies de C. tropicalis e C.krusei sdo as
principais causadoras de infecc¢des fangicas invasivas em pacientes submetidos a

transplante de medula déssea ou de células-tronco, e em pacientes com doencgas
hematolégicas malignas (TRIFILIO, SINGHAL, WILLIAMS, etal., 2007 ; LEUNG,

CHIM, HO, et al., 2002).

A C. dubliniensis tem sido frequentemente associada a candidiase orale
sistémica em pacientes HIV positivos, pacientes utilizando quimioterapia e que
receberam transplante de medula éssea, sendo responsavel as vezes, por casos de
morte (RIBEIRO et al., 2011). A C. dubliniensis € um importante patégeno implicado
no desenvolvimento de candidose orofaringeana em individuos HIV-positivos
(NONAKA et al., 2008). Estudos desenvolvidos na América do Nortee na Irlanda
revelaram prevaléncias de C. dubliniensis na cavidade oralde individuos HIV-
positivos variando entre 11,1-17,5% (KIRKPATRICK et al., 1998; MEILLER et al.,
1999) e 18-32% (POTON etal.,, 2000), respectivamente. Por sua vez, analises da
microbiota oral de pacientes HIV-positivos, realizadas em paises da América do Sul,
demonstraram menor prevaléncia desta levedura, variando entre 1,1-3,9%

(HARTUNG et al., 2005; SANO et al., 2000; MILLAN et al., 2001).

As razbes para esta diferenca entre as frequiéncias de isolamento de C.
dubliniensis da cavidade oral de individuos HIV-negativos e HIV-positivos séo
desconhecidas. E provavel que a prevaléncia da C. dubliniensis na cavidade oral de
individuos saudéaveis tenha sido subestimada devido ao uso de métodos ineficientes
de identificacdo ou a coleta em sitios anatémicos ndo habitados por esta levedura

(SULLIVAN et al., 2004; SULLIVAN et al., 2005).

Em contra partida, a C. quilliermondii € um componente da microbiota
humana e raramente é isolada como patégeno nos pacientes. Devido a menor
frequéncia, elas sdo menos estudadas quando comparadas as outras espécies de
Candida causadoras de infeccfes. Além disso, parece serumas das espécies
menos virulentas entre as leveduras deste género (PASQUALOTTO, ANTUNES &
SEVERO, 2006).

AC. rugosa é uma levedura que parece estaremergindo como causa de

infeccdo em algumas regides geograficas. Embora bastante raras como causadoras
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de infecgdes invasivas essa levedura foi recentemente citada como um possivel
fungo patogénico “ermergente” (f-PFALLER etal., 2006). A fungemia causada
devido a esta espécie de Candida nao foi relatada antes de 1985, no entanto quando
associada a fungemia em catéter foi relatada em duas diferentes instituicdes dos
Estados Unidos (REINHARDT etal., 1985; SUGAR & STEVENS, 1985).
Posteriormente, DUBE et al. (1994), relataram 15 episédios de candidemia por C.
rugosa em pacientes com queimaduras e recebendo tratamento com nistatina topica
em um hospital dos EUA. Nenhuma fonte das infec¢des de fato foi encontrada, no
entanto, os isolados mostraram-se resistentes a nistatina e susceptibilidade reduzida

para anfotericina B e fluconazol.

Mais recentemente, um conjunto de seis episddios de candidemia causada
por C. rugosa foi relatada no Brasil (COLOMBO et al., 2003). Os dados da vigilancia
revelaram que essa espécie foram colonizadores frequentes de pacientes de alto
risco e foi responsavel por 44% dos 32 episodios consecutivos de fungemia em um
centro de atendimento terciario brasileiro (ROSAS etal., 2004). Esses relatérios
sugerem que a C. rugosa pode apresentar sensibilidade diminuida para os polienos
e fluconazol; pode causar fungemia relacionada ao cateter em pacientes em estado
grave; pode ser transmitida de paciente para paciente no ambiente hospitalar e pode
ser endémica em certas instituicbes (NUCCI & MARR, 2005). Mesmo com essas
observagbes, hA uma escassez de informacdes sobre a epidemiologia, frequéncia
de ocorrénciae perfil de susceptibilidade antifingica dessa espécie incomum de
Candida (e-PFALLER & DIEKEMA, 2004).

Em pacientes com acumulo de fatores de risco para candidemia, como uso de
cateter em UTI, na qual a propabilidade desta infeccdo é alta, os médicos utilizam
tratamentos empiricos disponiveis antes dos resultados laboratoriais de identificacéo
e de antifungigramas. A terapia empirica € utilizada em individuos com sintomas de
infeccdo sem fonte Obvia, que recebem terapiacom base em razfes clinicas.
Pacientes instaveis podem se beneficiar utilizando medicamentos de amplo espéctro
antifangico, que pode ser reduzido uma vez que o paciente tenha se estabilizado e a
identidade da espécie infectante seja estabelecida. Em pacientes estaveis, uma
abordagem mais classica usando o fluconazol pode ser satisfatéria desde que o

paciente ndo esteja colonizado com isolados resistentes ao fluconazol ou desde que
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ndo tenha havido uma exposi¢cdo préviarecente a um azol (<30 dias), seguido da
anfotericina b (GUERY et al., 2009).

6.2 Cryptococcus

A Criptococose € uma infeccdo sistémica causada por um basidiomiceto
naturalmente encapsulado do género Cryptococcus. Esta levedura causa diferentes
infec¢bes humanas, variando de colonizacdo pulmonar assintomatica até meningite
e doencas disseminadas. A criptococose € causada por duas espécies: C. gattii
encontrada em climas tropicais e subtropicais e geralmente causa doencas em
hospedeiros imunocompetentes enquanto C. neoformans presente em fezes de
pombos urbanos, tem uma distribuicdo mundial e é causa de infeccdo comumente
oportunista. Especificamente, as condi¢des predisponentesa uma mudanca na
imunidade celular tém sido associadas com um aumento significativo no risco para
obter a criptococose, e estas incluem imunossuprimidos por infec¢cbes por HIV,
transplantes de 6rgaos e recebimento de terapia imunossupressora, cCOmo
quimioterapia. A criptococose, uma das mais comuns infec¢des fungicas
oportunistas em pacientes com SIDA, é associadaa uma alta taxa de mortalidade

nesse grupo (GAZZONI et al., 2009).

Microscopicamente, as leveduras do género Cryptococcus sao células
esféricas, 4-10 pum de diametro, cercados por uma cépsula polissacaridica (as
c lulas podem apresentar dimetro =220 pm se a capsulaforincluida na medida),
que é um importante fator de viruléncia (KONEMAN et al., 2008). Cryptococcus ndo-
neoformans sdo saprofitase sdo raramente relatados como patdgenos humanos.
Criptococcus ndo-neoformans s&o leveduras que prevalentesem todo o mundo e
foram identificadas a partir de varias fontes ambientais, incluindo ar, agua, solo,
fezes de pombos, e alimentos tais como queijo, leite, feijao e vinho (MICELI et al.,
2011). No entanto, casos esporadicos de infec¢fes criptocdcica né&o-neoformans
tem sido relatadas por pacientes imunodeprimidos, especialmente aqueles com
infecgéo avangada por HIV e pacientes com cancer que sao submetidos a cirurgia
de transplante. As espéciesde C. laurentii e C.albidus causam 80% dos casos
destas infec¢des. No entanto, C. curvatus, C. humicolus e C. uniguttulatus também
tem sido associados com infecgbes oportunistas em seres humanos

(KHAWCHAROENPORN, APISARNTHANARAK & MUNDY, 2007).
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Espécies de Cryptococcus podem colonizar os seres humanos através do
trato respiratorio e gastrointestinal. As manifestacdes clinicas sdo geralmente
indistinguiveis daquelas de infec¢des por C. neoformans. Os locais mais comuns de
infeccdo sdoa corrente sanguinea e sistema nervoso central (SNC), seguido por
sitios pulmonares e da pele, olhos, trato gastrointestinal e peritbnio em pacientes
submetidos a dialise peritoneal ambulatorial (KHAWCHAROENPORN,
APISARNTHANARAK & MUNDY, 2007; FURMAN, NAUMNIK & MYSLIWIEC, 2009).

Dados sobre a resisténcia a medicamentos de Cryptococcus néo-
neoformans sdo escassos. De acordo com estudos realizados por PFALLER et al.
2006 e KHAWCHAROENPORN et al. (2007), o fluconazol e a flucitocina tém baixa
atividade contra Cryptococcus nao-neoformans . Estes autores, descobriram ainda
que a resisténcia ao fluconazol é mais freqliente em pacientes com exposicao prévia
a azéisquando comparado a pacientesque ainda ndo ministraram azdis. Em um
estudo realizado por DENNING (2003), observou-se que espécies de

Cryptococcus sdo naturalmente resistentes a equinocandinas.
6.3 Wickermomyces anomalus (Pichia anomala)

A W. anomalus, levedura ascomicética, € frequentemente associada com
alimentos e produtos da alimentacdo, seja como um organismo de produgdo ou
como uma levedura que causa deterioracdo (MASOUD et al., 2004; SUJAYA et al.,

2004). Estas pertencem as leveduras nao Saccharomyces de vinho e contribui para

o aroma do vinho pela producéo de compostos volateis. A capacidade de crescer em
alimento humano e animal e ambientes preservados € devido a sua capacidade de
crescimento sob baixo pH, pressdo osmotica elevada e baixa tensdo de oxigénio

(FREDLUND et al., 2002).

A W. anomalus, também foi encontrada em isolados clinicos e é considerada
um patdégeno oportunista em hospedeiros imunodeprimidos (HAZEN, 1995). Embora
capaz de crescer em uma ampla faixa de pH e de alta pressédo osmotica, ela ndo é
particularmente tolerante ao etanole acetato (KALATHENOS etal.,, 1995;
FREDLUND et al., 2002). Varios relatos tém apontado a W. anomalus como causa
de um grande espectro de infecBes invasivas, sendo fungemiaa mais comum. E
considerada uma levedura hematogénica emergente, havendo escassos dados

sobre a susceptibilidade aos antifungicos (Da MATTA et al., 2007).
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Por outro lado, as toxinas dessa levedura ttm um potencial como agente
antimicrobiano. A levedura pode usaruma ampla gama de fontesde nitrogénio e
fosforo, o que torna um potencial agente paradiminuir a poluicdo ambiental por

residuos organicos provenientes da agricultura (PASSOTH et al., 2006).

A fisiologia e genética desta levedurasdo pouco conhecidas. Os primeiros
relatos sobre uma caracterizacdo geral fisiolégica e genética, bem como a
manipulacéo genética molecular foram recentemente publicados (GREVESSE et al.,
2003; NAUMOV etal.,, 2001; FREDLUND etal., 2004). A nova aplicacdo de W.
anomalus é seu uso como agente de controle biol6gico, que é baseado no potencial

de inibir uma variedade de fungos em diferentes ambientes (PASSOTH et al., 2006).

6.4 Trichosporum

Trichosporon € um género de levedura basidiomicética, que produz hifas
septadas, artroconidios, blastoconidios e pseudohifas. A presenca de blastoconidios
com hifas diferencia Trichosporon de Geotrichum (MELCHER etal.,, 1991). As
principais espécies desse género que levam a infecgBes fungicas invasivas sdo T.
asahii, T. asteroides, T. cutaneum, T. inkin, T. mucoides e T. ovéides. Antigamente
todas estas espécies eram classificadas como T. beigelii (FLEMMING, WALSH &
ANAISSIE, 2002). Espécies de Trichosporon podem ser encontradas no solo e agua
fresca, e sdo parte da microbiota normal da pele humana e do trato gastrointestinal.
A infeccdo pode ser superficial, subcutdnea ou sistémica. T.ovoides causa piedra
branca, que é uma infeccdo superficial que ocorre mais comumente em regibes

tropicais e subtropicais.

A infeccdo invasiva por Trichosporon tem sido cada vez mais identificada
durante os UGltimos 30 anos. A maioria dos casos ocorrem em pacientes com
doengas hematoldgicas, particularmente aqueles com leucemia aguda (GIRMENIA,
etal., 2005). A infeccdo pode ocorrer em pacientes com queimaduras extensas,
AIDS e uso cronico de corticosterdides, além de cirurgia de valvula cardiaca
(GIRMENIA et al., 2005; RUAN, CHIEN,HSUEH, 2009).

Espécies de Trichosporum s8o a segunda causa mais comum de fungemia
em pacientes com doencas hematolégicas malignas (depois de espécies de

Candida) e sao caracterizados pela resisténciaa anfotericina B e equinocandinas.
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Além disso, possuem um mau prognostico (FLEMMING, WALSH & ANAISSIE,
2002). Caracteristicas clinicas da infeccdo disseminada por Trichosporum incluem
hemocultura positiva, insuficiéncia renal, infiltrado pulmonar, lesdes de pele e

doenca hepética cronica (WALSH et al., 2004). A anfotericina B ndo tem atividade
fungicida contra Trichosporum e in vitro a susceptibilidade a esta droga é variavel. A
flucitosina e equinocandinas sé&o ineficazes contra as infeccdes por estas leveduras.
Estudos clinicos e in-vitro sugerem que os azolicos, principalmente voriconazol

e posaconazol, ttm maior eficAcia contra leveduras do género Trichosporon. As
espécies T. mucoides, T. inkin e T. ovoides parecem ser muito mais suscetiveis

a fluconazol que T.asahii (T. beigelii) ou T. cutaneum. @) antifangico
voriconazol tem atividade muito boa contra espécies de Trichosporon, além de

T. beigelii  ou T. cutaneum. No entanto, 0 progndstico € pobre sem recuperacdo

da func&o imunolégica (MICELI et al., 2011).
6.5 Malassezia

O género Malassezia compreende leveduras lipofilicas e lipodependentes que
fazem parte da microbiota normal de seres humanos e de animais. Essas leveduras
foram descritas pela primeira vez no século 19 como leveduras de brotamento
encontradas na pele de pacientes com dermatite seborreica. Foinomeado apos
Louis-Charles Malassez, um cientista francés, té-las identificado na camada mais
externa da epiderme de pacientes com dermatite seborreica. Estas leveduras podem
apresentar formas de leveduras ou pseudo-hifas, dependendo das condi¢Ges da
cultura. Em sua forma de levedura, pode ser esférica, oval ou alongada e se
reproduzem por brotamento unipolar (LEVIN, 2009; KURTZMAN, FELL &
BOEKHOUT, 2011).

Guého et al. (1996), reclassificaram as leveduras em sete espécies (M. furfur,
M. obtusa, M. globosa, M. slooffiae, M. sympodialis, M. pachydermatis e M. restricta)
com base na morfologia, microscopia, fisiologia e caracteristicas biol6gicas e
moleculares. Além delas, na Ultima década, sete novos taxons isolados de humanos
saudaveis e animais com lesao de pele, foram aceitos. M. dermatis, M. japonica, M.
yamotoensis, M. nana, M. caprae, M. equina e M. cuniculi. passando a serem
classificadas atualmente englobando 14 espécies (GAITANIS et al., 2012). Um

estudo realizado por CABANES etal. (2010), investivou a microbiota da pele de
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coelho, descrevendo a espécie M. cuniculi. A validacdo dessa nova espécie foi
suportada pela analise das regides D1/D2do gene RNAr26 S e ITS-58 S
sequéncias de genes RNAr. Os resultados destes estudos confirmaram a separacao

dessa nova espéciea partir do género Malassezia, bem como a presenca de

leveduras Malassezia sobre lagomorfos.

Parao desenvolvimento e evolucdo de quadros patolégicos associados as
espécies do género Malassezia € necesséario que existam fatores predisponentes no
hospedeiro. A distribuicdo de novoscasos € esporadica ou associada a surtos
nosocomiais em pacientes de unidades de terapia Intensiva, especialmente em

contextos pediatricos (MICELI et al., 2011).

Entre as patologias que estéo associadas a infeccdes por espécies do género
Malassezia podemos citar pitiriase versicolor, foliculite pitirospérica e infecgdes
sisttmicas. Ja na dermatite seborréica, na dermatite atopica, e outros quadros
patologicos, o papel patogénico da Malassezia spp.ndo estd claramente definido,
embora seus quadros clinicos possam ser agravados ou desencadeados por esta
levedura (SCHLOTTFELD et al., 2002). Malassezia spp.também tém sido
associados com doencas cutaneas e sistémicas em pacientes imunocomprometidos,
incluindo foliculite, dermatite seborréica, fungemia relacionada a catetere uma

variedade de infecg¢des invasivas profundas (TRAGIANNIDIS et al, 2009).

De acordo com um relato de caso realizado na Espanha por Cuevas
al.
(1999), uma crianca submetida a internacéo na Unidade de Terapia Intensiva por 64
dias foi diagnosticada com sepse neonatal causada por M. furfur. A sepse neonatal
causada por M. furfur tem sido associada a prematuridade, baixo peso,
administracdo de emulsBes lipidicas por cateter via central. O tratamento destes
pacientes por longos periodos de tempo favorece a colonizagdo da pele, o que
representa um risco de contaminacdo do cateterque pode favorecera entrada do
micro-organismo, cujo crescimento € alimentado pelaingestdo de lipidios,
provocando assim a infecgéo sistémica (LONG & KEYSERLING, 1985; SIZUN et al.,
1994).

Para facilitar a invasdo dos tecidos, alguns micro-organismos produzem
enzimas hidroliticas que destroem a membrana das células e leva uma ruptura ou

disfuncdo da mesma. A producdo de fosfolipasestem sido demonstrada por

et
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diferentes espécies do género  Malassezia (RICIPUTO etal, 1996; COUTINHO &
PAULA, 2000; MANCIANTI et al., 2000). Riciputo et al. (1996) relataram que estas
enzimas sdo mais frequentemente produzidas por cepas (M. furfur) isoladas de
pacientes com lesdes quando comparada com aqueles isolados de individuos

saudaveis.

Quando a susceptibilidade aos antifiingicos, um estudo realizado por GUPTA
etal. (2000) avaliou 55 estirpesde sete espéciesde Malassezia. Vérias
concentracdes (0,03-64,0 microg/mL) de trés farmacos azolicos (cetoconazol,
voriconazol e itraconazol) bem como alilamina (terbinafina), usando o método de
diluicdo em agar, foram testados. Todos os estirpes das sete espécies foram
sensiveis as trés drogas azolicas em baixas concentracdes. M. furfur, M.
sympodialis, M. slooffiae, M. pachydermatis, M. globosa, M. obtusa e M. restricta
foram mais sensiveis ao cetoconazol e itaconazol. O antifingico recentemente
introduzido, voriconazol, também foi muito eficaz. Houve variacdo na

susceptibilidade das sete espécies de Malassezia para todos os antifingicos.
6.6 Saccharomyces

Saccharomyces cerevisiae, a levedura comum do “padeiro” ou do
“fermentador”, em geral coloniza as mucosas dos seres humanos, parte da flora
normal do trato gastrintestinal, do aparelho respiratério e da vagina, mas comumente
n&o é considerada patogénica (KONEMAN et al., 2008; MUNOZ et al., 2005). Além
disso, Saccharomyces spp.tém sido utilizados como suplementos nutricionais e
administrados para tratamento de diarreia  causada por Clostridium difficile
(KLEIMANN et al., 2011).

Brand&do etal. (2010)isolaram S. cerevisiae em um lago recreacional em
Lagoa Santa (Minas Gerais) resistentes & anfotericina B (um isolado) e itraconazol

(dois isolados).

Casos ocasionais de fungemia em pacientes imunossuprimidos foram
relatados na literatura mais antiga (KONEMAN etal., 2008). OLVER etal. (2002),
descreveram trés pacientes receptores de transplante de medula 6ssea em uma
unidade de hematologia que desenvolveram infecgdo invasiva por  S. cerevisiae.

Dois destes pacientes morreram. A genotipagem dos isolados invasivos e
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carreadores revelou um isolado indistinguivel da encontrada nos pacientes que

estiveram na mesma unidade no mesmo periodo, sugerindo infec¢do cruzada.

A maioria dos relatos descritos de fungemiaé em pacientes gravemente
enfermos, sendo a maioria com longas internacdes hospitalares, principalmente em
UTI's. Quase todos os pacientes doentes tiveram exposi ao  levedura (probiético,
usado para tratar diarreia, ou pacientes vizinhos de outros pacientes tratados com
probiético). A maioria dos pacientes eram imunocomprometidos, tinham doencas
malignas, receberam tratamentos quimioterapicos ou foram submetidosa uma
cirurgia abdominal complicada, sendo os possiveis mecanismos de contaminacéo a
migracdo da levedura através da mucosa pelas barreiras gastrointestinais
danificadas ou infecgdes pulmonares (CASSONE et al., 2003; FIORE et al., 1998).

No ano de 2003, foi relatado um surto de fungemia por S. cerevisiae em uma
UTI em Madri. Trés pacientes internados na nesse ano foram avaliados. Testes de
susceptibilidade foram realizados tendo como controle de qualidade de cepas C.
parapsilosis e C. Krusei. Os agentes antifungicos utilizados foram anfotericina B,
flucitosina, fluconazol, itraconazol e voriconazol. Para anfotericina B, os pontos finais
de MIC foram definidos como a menor redugéo de concentragéo da droga, exibindo
crescimento de =90%, em comparado com a do controle de crescimento. Para
flucitosina e azois, o ponto finalde MIC definida como a menor concentracdo da

droga exibindo uma reduc&o no crescimento de 50% (MUNOZ et al., 2005).
6.7 Rhodotorula

Rhodotorula spp. sdo leveduras pertencentes a familia Cryptococcaceae e
s&0 onipresentes no ambiente e no corpo humano (TUON & COSTA, 2008; GARCIA
etal., 2010). S&o contaminantes transportados pelo ar que podem se tornar
comensais na pele e podem serisolados na urina e nas fezes. No passado, as
infeccdes eram raras; entretanto, atualmente R. mucilaginosa esta entre os agentes
“emergentes” de infec do. A fungemia est mais associada a cateteres colonizados
ou a solugbes endovenosas contaminadas com esta levedura (KONEMAN  etal.,
2008). Espécies de Rhodotorula tém sido cada vez mais reconhecidas como
patdégenos emergentes, particularmente em pacientes imunocomprometidos (TUON
& COSTA, 2008; GARCIA etal., 2010). A R. mucilaginosa anteriormente conhecida

como R.rubra, € uma levedura uréase-positiva, que ndo € capaz de fermentar
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acucares, porém pode assimilar varios carboidratos. Suas colénias caracterizam-se
pela coloracdo rosa-salmdo e coral-vermelho (NEOFYTOS; HORN & DE SIMONE,
2007).

Rhodotorula spp. pode formar biofilme segundo ELVERS, LEEMING,
LAPPIN-SCOTT (2002), o0 que pode explicara ocorrénciafrequente de fungemia
associadas a cateteres. Tal como acontece com outras infecgdes flngicas
associadas a cateteres, a remogéao deste frequentemente é suficiente para resolver
a fungemia (ANATOLIOTAKI et al., 2003).

Um estudo realizado em Madri, na Espanha, demonstrou a importante
participacéo dessa levedura em infecgdes hospitalares, principalmente em pacientes
hematologicos. O mais comum disturbio hematolégico diagnosticado foi a presenca
de leucemia aguda, representando 65,5 % dos casos. Dos 29 casos de fungemia
79,3% foicausada pela R. mucilaginosa, sendo que a maioria dos casos (58,6%)
tinham fatores de risco simultaneamente. Os fatores predisponentes mais
comuns foram a presenca decateter venoso central (CVC,100%) e
neutropenia (62,1%). Um ndmero substancial de pacientes (81,5%) receberam
tratamento antifingico com anfotericina B. Pacientes com leucemia aguda tiveram
uma maior taxa de mortalidade (15,7%) do que pacientes com linfoma n&o-
Hodgkin (0%), sugerindo que pacientes com leucemia aguda podem ser geridos
como pacientes de alto risco e que medidas intensivas podem ser tomadas. Além
disso, parece que o subgrupo de pacientes sem leucemia aguda témum bom
resultado e podem ser geridos como pacientes de baixo riscocom uma

abordagem menos intensiva (GARCIA et al., 2010).

De acordo com GOmez-L6pez etal. (2005), fluconazol é inefetivo in vitro para
a maioria dos isolados de Rhodotorula spp., enquanto anfotericina B e flucitosina

mostram boa atividade in vitro.
6.8 Geotrichum

As infecgdes causadas por Dipodascus capitatus, também conhecido como
Geotrichum capitatumsdo raras e de dificil tratamento. Dipodascus capitatus
constitui-se no estagio teleomérfico de Geotrichum capitatum, ambos os fungos

leveduriformes da classe Endomycetes, divisdo Ascomycota do reino Fungi. Esta
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espécie jA foinomeada T. capitatum e Blastoschizomyces capitatus. Este fungo &
considerado um comensal do trato respiratorio e digestivo de individuos sadios (DE
HOOG etal.,, 2000). As infec¢bes oportunistas por D. capitatus (G. capitatum)
acometem pacientes imunocomprometidos, todavia, aqueles com malignidades
hematoldgicas sdo 0s mais vitimados. As infec¢fes invasivas ocorrem
exclusivamente em pacientes neutropénicos, notadamente naqueles recebendo
quimioterapia intensiva para leucemia agudas. As infec¢oes disseminadas causadas
por G. capitatum s&o raras, com menos de 100 casos relatados; a utlizagdo de
antibacterianos de amplo espectro e uso de cateteres, contribuem no agravamento,
manifestado pelo surgimento de lesdes na pele ou mucosas (DE HOOG et al., 2000;
ERSOZ et al., 2004).

Um caso foi relatado recentemente em Santa Maria, Rio Grande do Sul, de
infeccdo sistémica causada por Geotrichum em paciente com leucemia mielocitica
aguda, com evolugéo fatal. A paciente de 17 anos procurou atendimento no Hospital
Universitario de Santa Maria, relatando febre, nauseas, sudorese, tonturas e dor na
axila esquerda ha duassemanas. Ao exame fisico apresentava palidez, febre e
lesbes crostosas sugestivas de Herpes simplex na coxa esquerda. O hemograma
revelou leucocitose (51.000/mm3) com células blasticas (68%), granuldcitos (7,3%) e
monacitos (22%); as plaquetas somavam 137.000/mm3 e hemoglobina era de
6,1g/dL. Confirmou-se o diagnéstico de Leucemia mieléide aguda com
imunofendétipo CD13 e CD33 positivos. A paciente evoluiu com sepse acompanhada
de hematémese, melena, hematuria e insuficiéncia renal aguda, requerendo didlise
peritoneal. Apds exames laboratoriais como hemocultura e microcultivo, foi realizada
identificacdo genotipica, na qual baseou-se na sequéncia obtida pela amplificacéo
da regido D1/D2, a qual, comparada com o banco de dados do GenBank, identificou
o fungo como Dipodascus capitatus (LAFAYETTE etal., 2011).

7. SENSIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS
7.1. Anfotericina B

As anfotericinas A e B s&o antibidticos antifingicos produzidos pela bactéria

Streptomyces nodosus. Destas, somente a anfotericina B tem aplicagdo clinica
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(SILVA, 2010). A anfotericina B € um macrolidio heptaénico e pertence a uma familia

de cerca de 200 antibioticos poliénicos (BRUTON, LAZO & PARKER, 2007). Possui,
entre os antifingicos, o mais amplo espéctro de ac#do. E ativa contra leveduras
clinicamente significantes, inclusive C. albicans e C. neoformans. Age também
contra fungos que causam micoses endémicas, como por exemplo Histoplasma
capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Coccidioides immitis. E ativa também contra

mofos, tais como Aspergillus fumigatus e mucor. Alguns fungos tais como C.
lusitaniae e Pseudallescheria boydii, apresentam resisténcia intrinseca a anfotericina

B (SILVA, 2010).

Para exercer sua atividade antifingica, o farmaco depende principalmente de
sua ligacdo a um grupo esterol, primariamente o ergosterol presente na membrana
dos fungos sensiveis, Em virtude de sua interacdo com esses esterdis, 0s agentes
poliénicos parecem formar porosou canais que aumentam a permeabilidade da
membrana, permitindo o extravasamento de uma variedade de pequenas moléculas
(BRUTON, LAZO & PARKER, 2007).

Frequentemente, 0 uso da anfotericina B € limitado pela sua toxicidade,
especialmente nefrotoxicidade. Esse fato provocou o desenvolvimento de
formulacdes lipidicas da anfotericina, devido a suposicdo de que a droga
administrada num inv6lucro lipidico (lipossomo) se ligaria menos facilmente as
membranas celulares dos mamiferos, permitindo o uso de doses eficazes da droga
com menos toxicidade. Nas formulag6es de anfotericina lipossomica, a droga ativa é
colocada em veiculos lipidicos de administracao, diferentemente das suspensdes
coloidais ainda em uso. A anfotericina se liga aos lipidios desses veiculos com uma
afinidade situada entre a afinidade pelo ergosterol fungico e aquela pelo colesterol
humano. O veiculo lipidico serve como reservatério de anfotericina reduzindo a
ligacdo nédo especifica as membranas celulares dos seres humanos. Essa
preferéncia de ligacdo reduz a toxicidade da anfotericina sem sacrificio da sua
efichcia e permite o uso de doses mais elevadas. Além disso, alguns fungos
possuem lipases, que podem liberar a anfotericina B diretamente no local da injecéo
(SILVA, 2010).

A anfotericina B tdpicatambém ¢é utilizada na candidiase cutanea.

Comercialmente encontra-se em forma de locao, creme e pomada, todas contém 3%
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de anfotericina B e séo aplicadas sobre a lesdo (BRUTON, LAZO & PARKER, 2007).
Quanto a resisténcia fangica, alguns isolados de C. lusitaniae mostraram-se
relativamente resistentes a anfotericina B. A resisténcia primaria a anfotericina B é

de ocorréncia limitada. Alguns patégenos emergentes como Aspergillus spp., C.
glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, Fusarium spp., Scedosporium spp.,

Scopulariopsis spp. e Trichosporon beigelii, todavia, tém demonstrado certo grau

de resisténcia primaria invitro (CANUTO & RODERO, 2002; CUENCA-ESTRELLA
etal., 2006). Além disso, alguns casos de infeccdo disseminada porcepas de C.
glabrata, C. krusei e C.albicans que desenvolveram resisténcia a anfotericina B
durante o tratamento antifingico tém sido descritos (PEREA & PATTERSON, 2002;
ROGERS, 2006). A resisténcia aos poliénicos estd primariamente relacionada a
alteracdes qualitativas e quantitativas dos lipidios da membrana celular fingica

(CANUTO & RODERO, 2002).
7.2 Flucitosina

A flucitosina foi descoberta em 1957, durante uma pesquisa de novos
farmacos antineoplasicos, tendo demonstrado potentes propriedades antifingicas,
porém sem ser antineoplasica. E um analogo hidrossoltvel da pirimidina,
relacionado com o farmaco quimioterapico fluorouracil (SILVA, 2010). Possui
atividade clinicamente util contra C. neoformans, Candida spp. e o0s agentes da
cromoblastomicose. Nessas espécies, a determinacdo da sensibilidade invitro €
extremamente dependente do método empregado, e ostestes de sensibilidade
efetuados em micro-organismos isolados, obtidos antes do tratamento, ndo exibiram
nenhuma correlagdo com o desfecho clinico (BRUTON, LAZO & PARKER, 2007).

No que diz respeito ao mecanismo de acao, a flucitosina € um fungicida e tem
como alvo o DNA dos fungos. Ela é captada pelas células fingicas através da
enzima citosina permease. O farmaco € transformado intracelularmente em
fluorouracil e, depois, em monofosfato de 5-fluoruridina que, respectivamente inibem
a sintese do DNA e do RNA dos fungos. As células humanas nao sao capazes de
convertera flucitosina em seus metabdlitos ativos. A resisténcia dos fungos a
flucitosina parece resultar do metabolismo alterado da flucitosina. Apesar de ndo ser
comum nos isolados primarios, a resisténcia se desenvolve rapidamente no curso de

monoterapia com flucitosina (SILVA, 2010).
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A resisténcia a farmacos que surge durante a terapia (resisténcia secundaria)
constitui uma importante causa de fracasso terapéutico quando a flucitosina €
utilizada isoladamente no tratamento da criptococose e da candidiase. Na
cromoblastomicose, o reaparecimento de lesdes apds a obtencao de uma resposta
inicial levou & pressuposicdo de resisténcia secundéria ao farmaco (BRUTON, LAZO

& PARKER, 2007).
7.3 Derivados azoélicos

Os derivados azdlicos sdo compostos sintéticos que podem ser classificados
em imidazéis e triazdis, de acordo com o nimero de atomos de nitrogénio no anel
azolico e compartiiham o mesmo espectro antifingicoe mecanismo de acdo. Os
imidazois séo representados pelo cetoconazol, miconazol e clotrimazol. O miconazol
e clotrimazol s6 s&o utilizados como terapia topica. Os derivados triazolicos sao

representados pelo itraconazol, fluconazol e voriconazol (SILVA, 2010).

O grupo dos azdlicos exibe atividade clinicamente util contra  C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. neoformans, Blastomyces dermatitidis,
Histoplasma capsulatum, espécies de Coccidioides, Paracoccidioides brasiliensis e
dermatdfitos. J& contra os fungos, Aspergillus spp., Scedosporium apiospermum
(Pseudallescheria boydii), Fusarium e Sporothrix schenckii possuem atividade
intermediéria. A Candida krusei e os agentes causadores da mucormicose mostram-
se reistentes. Por conseguinte, esses farmacos ndo tém nenhuma atividade
antibacteriana ou antiparasitaria, com possivel excec¢éo de seu efeito antiparasitario
contra Leishmania major,e o azdlem fase de investigacdo, o posaconazol, que
exibe alguma atividade invitro contra mucormicose (BRUTON, LAZO & PARKER,
2007).

A atividade antifingica das drogas azdlicas se deve a reducéo da sintese do
ergosterol, através da inibicdo das enzimas fungicas do citocromo P450. A
especificidade das drogas azodlicas resulta da sua maior afinidade pelas enzimas
fungicas do citocromo P450 do que pelas enzimas humanas do citocromo P450. Os
imidazois apresentam menor grau de especificidade do que os triazélicos, o que
explica sua maior incidéncia de interagéo de drogas e de efeitos adversos (SILVA,

2010).
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A resisténcia aos azolicos é um problema com relagéo a C. glabrata, C krusei,
e outras espéciesraras. A C. guilliermondii mostra suscetibilidade reduzida ao
fluconazol (75% de sensibilidade), mas apresenta grande susceptibilidade ao
voriconazol (91%) (a-PFALLER et al., 2006). Em trabalho realizado por Pfaller et al
(2006b) ele observou que 40,5% dosisolados de C.rugosa foram sensiveis ao
fluconazole 61,4% ao voriconazol. C. dubliniensis podem desenvolver resisténcia
estavel ao fluconazol, especialmente em pacientes com HIV/AIDS (MARTINEZ et al.,
2002). Isolados clinicos de C. nivariensis demonstraram resisténcia cruzada aos
azolicos (BORMAN etal.,, 2008). Outras estratégias para melhorar resultados em
pacientes com infec¢fes fungicas invasivas incluem o uso de imunomoduladores e
de terapias de combina do. O interferon vy, por exemplo, tem papel na candidiase

invasiva e em outras infec¢des fungicas emergentes (MICELI et al., 2011).

A resisténcia aos azois surge através de varios mecanismos. Apesar de rara
antigamente, a resisténcia de diferentes cepas esta aumentando devido ao uso
crescente de farmacos na profilaxia e tratamento, o que pode condicionar a selecéo
da resisténcia clinicaa essas drogas (SILVA, 2010). A resisténcia ttm surgido
gradualmente durante a terapia prolongada, causando fracassos clinicos em
pacientes com infeccdo muito avancada pelo HIV e candidiase orofaringea ou

esofagica (BRUTON, LAZO & PARKER, 2007).

8. DIAGNOSTICO

A partir de 1980, devido ao aumento do nimero de casos de candidemia em
nivel mundial, houve necessidade do aprimoramento das técnicas de diagnostico
laboratorial. Tendo em vista a gravidade das infec¢des fungicas sistémicas, bem
como seu elevado custo socioecondmico, é importante um diagnostico rapido e
preciso para que a intervengcdo medicamentosa possa ser iniciada precocemente na
tentativa de minimizar as elevadas taxas de mortalidade. O diagndéstico clinico, com
base na sintomatologia e na anamese do paciente, ndo é conclusivo, pois o0s sinais e
sintomas sdo inespecificos. Febre e leucocitose seriam o0s principais indicios de
fungemia, porém 20% dos pacientes ndo desenvolvem hipertermia e apenas 50%

apresentam leucocitose. Além disso, mesmo na presenga desses sinais, ndo é
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possivel supor uma fungemia considerando-se a semelhanga com o0s sinais de
bacteremia (GIOLO & SVIDZINSKI, 2010).

8.1 Exame microscépico direto

A observacdo de um fungo na amostra bioldgicatem grande valor

diagnostico, pois demonstra a invasao do fungo no tecido e permite uma informacao

imediata ao médico, a qual pode ser crucial para determinar a terapia apropriada ao

paciente. No entanto, se a quantidade da amostra biolégica for insuficiente para o

exame microscopico e cultura do material, a cultura, na maioria das amostras, tem

prioridade sobre o exame microscopico, desde que € método mais especifico e em

muitos casos, mais sensivel. O exame microscopico da amostra € realizado por

vérias técnicas, dependendo do tipo da amostra e suspeita clinica (ANVISA, 2004).

Recomenda-se exame microscopio direto na maioria das amostras clinicas

enviadas para cultura de fungos. Esfregacos direto com tinta nanquim e

KOH/calcofllor, preparacdes com fita adesiva corada com azul anilina lactofenol e

cortes congelados de biépsia de tecido séo varios métodos pelos quais podem ser
realizados exames microscopicos diretos rapidos. Para exame direto a partir de

amostras sanguineas, frascos para hemocultura comercializados, projetados para o

isolamento de bactérias a partir do sangue, ndo sdo adequados para isolamento de

muitas espécies de fungos. O Isolador System (Wampole Laboratories, Cranbury,

NJ) - um tubo especial que contém saponina como agente lisante para células
brancas e vermelhas, propilenoglicol com substancia anti-espuma, polianetol

sulfonato de sddio (SPS) e EDTA como anticoagulantes, e um liquido fluoroquimico

inerte para concentrar 0s micro-organismos durante a centrifugacdo - mostrou-se

muito mais promissor no isolamento direto de fungos de amostras de sangue obtidas

de pacientes com sepse micética. Na utilizacao desse sistema, € necessario cautela
especial durante o estigio de subcultura para evitar contaminagdo com micro-
organismos do ambiente, sendo recomendado o uso de capela de fluxo laminar
(KONEMAN et al., 2008).
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- EXAME MICROSCOPICO DIRETO COM HIDROXIDO DE POTASSIO (KOH) A
20%

E usado paraexame de pelos, pele, unha,tecido obtido por bidpsia,
exsudatos espessos e outros materiais densos. Colocar uma gota de KOH (aquoso
a 20%) em uma lamina de microscopia e sobre esta, uma por¢cao da amostra a ser
examinada. Cobrir a preparacdo com uma laminula e, para intensificar a clarificagéo,
aquecer ligeiramente, sobrea chama de um bico de Bunsen, sem deixar fervera
mistura. Examinar a preparagdo ap6s20 minutos, em microscépio Optico comum,
inicialmente, com objetiva de 10x, seguida de 40x (ANVISA, 2004). Observa-se hifas
delicadas ou grumos de esporos (dermatofitoses) e hifase esporos similares

semelhantes a espaguete e almondegas (Tinha versicolor) (KONEMAN et al., 2008).

- EXAME MICROSCOPICO DIRETO COM TINTA NANQUIM (TINTA DA CHINA)

Utilizada em amostras de liquor, urina, secrecfes ou exsudatos, para

visualizacédo de leveduras capsuladas do género Cryptococcus, que se tornam mais

evidentes contra o fundo negro proporcionado pela tinta. Colocar uma gota de tinta

nanquim e uma gota do sedimento da amostra centrifugada, sobre uma lamina.
Cobrira preparagdo com laminulae observarao microscépio 6ptico (objetivas de

10x e 40 x).Nesta técnica, um erro bastante frequente € confundir linfécitos com
células de leveduras. A diferenciacdo €é feita pelarefringéncia da parede celulare
dasinclusdes no citoplasma das leveduras (Figs. 4 e 5),além da presenca de
brotamentos (ANVISA, 2004).

Células em
Capsula b
Polissacaridica

Inclustes

citoplasmaticas Tinta da China

Fig. 4. Cryptococcus sp: leveduras em brotamento rodeadas de halo transparente (capsula
polissacaridica), sobre fundo negro formado pela tinta nanquim. Fonte: ANVISA, 2004.
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Fig. 5: Fotomicrografia de uma preparagdo com tinta nanquim, mostrando as células de leveduras
esféricas, encapsuladas e de tamanho irregular de C. neoformans. Fonte: KONEMAN et al., 2008.

- EXAME MICROSCOPICO COM COLORAGCAO PELO METODO DE GRAM

A coloracdo de Gram, ndo visaa diferenciacdo dos fungos, mas possibilita
discriminar elementos fungicos de artefatos (Fig. 6) existentes em urina, secrecdes e
fezes. A amostra é espalhada de modo homogéneo, em movimentos circulares, em
uma lamina de microscopia, fixada com calore submetida a coloragdo (ANVISA,
2004).

Fig. 6: Fotomicrografia de escarro com coloracdo de Gram, revelando pseudo-hifas e brotamento de
blastoconidios caracteristicos de espécie de Candida (em 6leo de imersdo). Fonte: KONEMAN et al.,
2008.
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- EXAME MICROSCOPICO COM COLORACAO PANOTICA (GIEMSA, LEISHMAN
OU WRIGHT)

Estas coloragfes sdo usadas para pesquisa de Histoplasma capsulatum em
diversas amostras bioldgicas: medula 6ssea, sangue, aspirados e secrecao cutanea.
Nestes casos, faz-se um esfregaco semelhante ao usado para coloracdo de Gram.
Fixa-se com metanole cora-se segundo o método escolhido. Podem ser usadas

ainda, para corar “imprints” de tecidos obtidos por bidépsia (ANVISA, 2004).

Na suspeita de colonizagdo por Malassezia spp. por exemplo, o  exame

direto, realizado a partir de material colhido pelaraspagem da lesdo ou com fita
adesiva (sinal de Porto), mostra células leveduriformes agrupadas, assemelhando-
se a cachosde uvas, e fragmentos de pseudo-hifas, curtos e grossos. O material
pode ser apenas clarificado por KOH ou corado com tinta lavéavel azulou PAS
(ZAITZ, RUIZ & SOUZA, 2000).

8.2 Cultivo

Dois tipos gerais de meios de cultura sdo essenciais para garantir o
isolamento primério de todos os fungos clinicamente importantes a partir de
amostras clinicas. Um meio deve serndo-seletivo (como agar infusdo cérebro-
coragdo); isto €, aquele que permitird o crescimento de praticamente todas as
espécies de fungos clinicamente relevantes. O uso de &gar Sabouraud-dextrose
como meio de isolamento primario € desencorajado porque ndo é rico suficiente
para isolar espécies de patdgenos exigentes, particularmente a maioria dos fungos
dimérficos. Em vez disso, recomenda-se o uso de agar com flocos de batata (PFA),
agar inibidor de mofo (IMA) ou uma combinacéo de 4gar Sabouraud-dextrose e agar
infusdo de coracdo (SABHI). O agar Sabouraud-dextrose é suficiente para o
isolamento de dermatodfitos de amostras cutédneas ou de leveduras de culturas
vaginais. O uso de &agar Mycosel ou Mycobiotic, que é basicamente Sabouraud-
dextrose com adigéo de cicloheximida e cloranfenicol, pode ser considerado para o
isolamento de dermatdfitos. O Sabouraud-dextrose (2%) é mais Util como meio para
subcultura de fungos isolados em meio enriquecido para aumentar a esporulacéo
tipica e fornecera morfologia mais caracteristica da colénia (KONEMAN et al.,
2008).
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Um segundo meio, mais seletivo para o isolamento dos fungos, também deve
ser utilizado. A adicdo de um ou mais antibidticos, incluindo penicilina (20 U/ml),
estreptomicina (40 U/ml), gentamicina (5 pg/ml) ou cloranfenicol (16 pg/ml) pode ser
utilizada para inibir o crescimento das bactérias. Ciclo-heximida em concentracéo de
5 pyg/ml, também pode ser adicionada para evitar o crescimento excessivo de
determinados mofos ambientais de crescimento rapido. Fungos patogénicos
oportunistas, incluindo Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus, podem ser
parcial ou totalmente inibidos pela cicloheximida; portanto, sempre € necessario

utilizar simultaneamente um meio ndo-seletivo (KONEMAN et al., 2008).

Um meio utilizado para diferenciacdo de C. albicans e C. dubliniensis é o agar
Sabouraud glicose hipertonica (AGS). Alves et al. (2002), relataram que esse meio
com 6,5% de NaClresume-se porserum teste simplese barato para diferenciar
essas duas espécies. Todas as 84 amostras teste de C. albicans apresentaram em
seu estudo crescimento significativo no meio, enquanto todos os isolados de C.

dubliniensis ndo apresentaram qualquer crescimento visualmente detectavel.

8.2.1 Caracteristicas em meios cromogénicos

O CHROMagarm Candida € um meio comercial amplamente utilizado para a
diferenciacdo de espéciesde Candida em amostras clinicas mistas. Contém uma
combinagdo de cromogénicos, incluindo o substrato b-hexosaminidase. A
identificacdo é baseada em diferencas de cor produzida por diferentes espécies de
Candida (Fig. 7) devido a presenca de enzimas especificas apds crescimento a 37°
Cpor4d48 h (ELLS et al., 2009). Foioriginalmente desenvolvido paraisolamento e
identificacdo presuntiva de algumas espécies de leveduras clinicamente importantes,
tais como Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata,com base em
diferengas de cor e aparéncias superficiais das coldnias (BEIGHTON et al., 1995).

Colonias de C. albicans aparecem com uma coloracdo azul-esverdeada
enquanto colonias de C. dubliniensis apresentam-se verde, sendo mais proeminente
apoés 72 h de incubagédo (ELLS et al., 2009).

Estudos realizados por Odds & Davidson (2000) comprovaram a influéncia da
temperatura de incubacdo na formacdo da corde certas espécies incluindo C.

albicans e C. dubliniensis. A incubagcdo a 30° C pode resultar na produgdo de
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colénias com diferentes tons de verde por C.dubliniensis e alguns isolados de C.
albicans produziram col6nias verde.

Outros cromogénios contendo substrato hexosaminidase, como Albicans ID2
adgare Biggy éagar, também sdo usadas frequentemente, porém 100% de exatiddo
ndo sao garantidos,uma vez que ndo sao suficientes paraa diferenciacdo de
confianca de leveduras ao nivel de espécie (IIKIT et al., 2007).

A reducdo de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TCC) em &gartem sido
utilizado para identificar C. tropicalis (VELEGRAKI & LOGOTHET]I, 1998). Este meio
também pode ser utilizado para diferenciar C. albicans que nao pode reduzir TTC e
produz, a luz branca, colénias de coloracdo rosa, enquanto C. dubliniensis pode

reduzir TCC e produz colbnias vermelhas a marrom.

C. albicans C. tropicalis C. glabrata

C. dubliniensis C. krusei

Fig. 7: Crescimento de diferentes espécies de Candida em CHROMagar™ Candida. Fonte: ELLS et
al., 2009.

8.2.2 Fluorescéncia em agar azul- metil

7

Agar Sabouraud  azul- Metil também é relatado como til para a
diferenciacé@o de espécies. A diferenciacdo é baseada na habilidade de C. albicans
formar colbnias fluorescentes sob a luz de Wood (comprimento de luz UV
longa) enquanto C. dubliniensis ndo é capaz de formar. A reacgdo exata entre azul
metil e C. albicans €& desconhecida, mas pode haver uma reacgdo especificacom
polissacarideos da  parede celular que produz um  metabdlito fluorescente
(YUCESOY; ESEN; YULUG, 2001). No entanto, este meio também tem suas
limitacdes. Os isolados C. albicans podem perder sua fluorescéncia e os de

C. dubliniensis podem tornar-se fluorescente apos subcultura e armazenamento
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do isolado (SULLIVAN & COLEMAN, 1998). Isto indica que este meio s6 é (til apos
o isolamento inicial de uma cultura de Candida.

8.3 Micromorfologia

8.3.1 Caracteristicas fenotipicas para a diferenciacdo de Candida ndo-albicans

Uma das caracteristicas fenotipicas muito observadas em laboratério é a formacéao

de tubo germinativo para identificacdo de C.albicans. Um tubo germinativo é
definido uma extensdo filamentosa de uma célula de leveduraque tem cercade
metade da largurae trésa quatrovezeso comprimento da célula-mae. O tubo
germinativo verdadeiro produzido por C. albicans ndo tem constricdo no colo (Fig. 8),

uma vez que o tubo germinativo é uma verdadeira estrutura de hifa. Porém, nem
todos os isolados de C. albicans produzem tubos germinativos (KONEMAN et al.,

2008).

Fig. 8: Fotomicrografia de um tubo germinativo, caracteristico de Candida albicans (com 6leo de
imersdo). Fonte: KONEMAN et al., 2008.

O teste com tubo germinativo € feito a partir da remocdo de uma
pequena
porcdo de uma coldnia da levedura isolada a ser testada e suspensédo em um tubo
de ensaio contendo 0,5 ml de soro humano, sendo posteriormente o tubo incubado a
35° C por ndo mais de 2 horas. Apés esse procedimento, uma gota da suspensao
soro-levedura é colocada em uma lamina de microscépio e examinada
microscopicamente quanto a presenca de tubos germinativos (KONEMAN etal.,
2008).

A produgdo de tubos germinativos e clamidésporos foram considerados
tipicos de isolados de C. albicans sendo rotineiramente utilizado para identificacdo
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dessa espécie (SULLIVAN etal., 1995). Porém, outra desvantagem da utilizacdo
exclusiva desse teste paradiagnéstico € a capacidade de outras espécies de
leveduras do género  Candida produzirem tubos germinativos em amostras clinicas,

como por exemplo, C. dubliniensis, que além de tubos germinativos, forma
clamidésporos e exibe perfis de assimilacédo de hidratos de carbono semelhante a C.

albicans (CHOWDHARY et al., 2011).
8.3.2 Producdo de clamidésporos

Clamidosporos sdo formados a partir de células preexistentes nas hifas, que
se tornam espessadas e, amilde, aumentadas. Podem ser encontrados no interior
das hifas (intercalares), ao longo das laterais (sésseis) ou na sua extremidade
(terminais) (KONEMAN etal., 2008). Conhecidamente, C. dubliniensis tende
a formar pares, trigémeos ou aglomerados de clamiddsporos nas extremidades
das hifas ramificadas (Fig.10a), enquanto C. albicans forma clamidésporos Unicos na
ponta de uma alongada célula suspensa (Fig.9) (SULLIVAN et al., 1995). No
entanto, cuidados devem ser tomados quando se utiliza a
producéo clamidosporos para diferenciar as espécies. Ellepola et al. (2003)
demonstraram que em meio agar fuba, acrescido de tween 80 a diferenciacdo com
base na formacdo de clamidésporos ndo € confiavel, ja que C. dubliniensis ndo

mostrou padrdo constante de formacgao de clamidosporos.

A presenca de hifas hialinas, septadas e ramificadas, caracteriza o género
Candida e se houver formacéo de clamidosporos indica Candida albicans. Formacao
exclusiva de artrésporos permite identificagdo de Geotrichum, mas quando sé&o

formados também blastoconidios trata-se de Trichosporon (ANVISA, 2004).

Clamidésporo

10 um

Fig. 9: Clamiddsporos no interior das hifas de C. albicans. Fonte: TORTORA et. al, 2005.



43

e

(b) o (c)
59
KA e
SR e

;s
- ‘ A »
ra&‘:?:'- R

b E R
A0 P
& o

Fig. 10: Candida dubliniensis (a e c), C. albicans (b) Fonte: ELLS et al., 2009.

(a) Exemplo de um isolado de C. dubliniensis demonstrando ocasional trios ou pares de
clamidésporos (setas), nas extremidades de hifas. (b) Exemplode um isolado de C. albicans
demonstrando um Unico clamiddsporo terminal decorrentes de uma célula suspensora (seta), (c)

Exemplo de um isolado C. dubliniensis mostrando Unico clamidésporo terminal (seta) semelhante a

(b).

8.4 Teste de assimilacdo de agucares

- PROVA DE ASSIMILAGAO DE FONTES DE CARBONO E NITROGENIO OU
AUXANOGRAMA

Nessa prova sdo usados dois meios, que podem ser adquiridos no comeércio, na
forma desidratada (Yeast Nitrogen Base e Yeast Carbon Base) ou formulados. A
levedura é semeada "pour plate", homogeneizando-se 2 ml de uma suspenséo das

colénias, a cada meio fundido ou semeada na superficie de cada um dos meios,
previamente, distribuidos em 2 placas de Petri. S0 entdo adicionadas pequenas
aliquotas de diferentes carboidratos que servem de fonte de carbono, sobre a
superficie do meio isento de carbono (Fig. 11). Varias substancias, incluindo alcoois,
proteinas e aminoacidos servem de fontes de nitrogénio e sao colocadas sobre a
superficie do meio isento de nitrogénio. Apds incubacéo a temperatura ambiente ou

25°C, por periodo de uma semana, a leveduraira assimilar e crescerem volta de
determinadas fontes, de acordo com o metabolismo caracteristico de sua espécie. A
leitura é feita pelo halo de turvacdo resultante do crescimento e indica prova de

assimilacéao positiva para a respectiva fonte (ANVISA, 2004).
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Fig. 11: Teste de assimilagdo de agUcares. As setas indicam o crescimento da levedura em torno do
agUcar (teste positivo). Fonte: CHERUBINI, SANCHEZ & GARCIA, 2003.

- Réplica: replica-plate

Lederberg e Lederberg (1952) descreveram um método de revestimento de réplica e
demonstrou sua aplicacdo na selecdao de bactérias mutantes. O plagueamento em
réplica é utilizado para facilitar ensaios de rotina que envolve inoculacdes repetitivas
de muitos isolados em meios diferentes. Foi desenvolvido para permitir uma copia
padrdo de crescimento microbiano (Fig. 12) a partir de uma placa de agar inicial para
uma série de outros. Tais testes sdo frequentemente necessarios no trabalho de

genética, mas o método deve ser aplicavel a pratica de rotina.

Fig. 12: Réplica platining para o isolamento de col6nias de auxotrofia. A, placa inicial; B, réplica, em
meio de &agar completo; C, segunda réplicacom o meio minimo de &agar. As setas designam as

colbnias auxotréficas que ndo conseguem crescer em meio minimo. Fonte: JOSHUA LEDERBERG

AND ESTHER M. LEDERBERG, 1952.
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8.4.1 Assimilagéo de carboidratos e identificacdo por sistemas comerciais

z

A identificacdo répida de isolados é de grande ajuda no diagndstico e
tratamento das infec¢bes. Os seguintes carboidratos sdo utilizados para
identificacdo de Candida: inulina, ramnose, L-arabinose, celobiose, dextrose,
sacarose, rafinose, dulcitol, melibiose, trealose, galactose, maltose, xilose, inositol e

lactose (BRITO etal., 2009).

As espécies do género Candida apresentam um perfil de assimilacdo de

carboidratos diferente, e a leitura é feita, durante 24 a 96 horas, mediante
visualizagcdo de halos de crescimento que se formam em volta do carboidrato
assimilado. Dessa forma, isolados de C. albicans apresentam resultado positivo para
glicose, galactose, xilose, trealose e maltose e resultado variavel para L-arabinose e
sacarose. A C.tropicalisé capaz de assimilar glicose, galactose, xilose, trealose e
maltose, podendo assimilar ou ndo sacarose. Quanto a C. parapsilosis, esta assimila
glicose, galactose, sacarose, maltose, trealose, xilose, arabinose e rafinose, sendo
esta Ultima variavel (HOOG et al., 2000; SIDRIM & ROCHA, 2004).

As leveduras possuem a capacidade de assimilaruma gama de
compostos de carboidratos como sua Unica fonte de carbono, e diferencas em

seus perfis de assimilacdo € usada para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis.
Essas diferengas incluem a incapacidade de C. dubliniensis para assimilar a-metil-D-
glicosideo (MDG), lactato (LAT) ou xilose (XYL) (SULLIVAN et a.l, 1995).

Embora Sullivan etal. (1998) constataram em seu estudo que nem C.
dubliniensis nem C. albicans podem assimilar o glicerol como uma Uunica fonte de
carbono, outros estudos indicaram que C. dubliniensis tem a capacidade de
assimilar glicerol. Pincus et al. (1999), constataram que, dependendo do sistema de
identificacdo utilizado, diferentes porcentagens de C. dubliniensis isoladas foram

capazes de assimilar glicerol.

Varios Kits para identificacdo de leveduras sdo comercializados. O uso desse
sistema exige habilidades técnicas e familiaridade suficiente com cada teste

realizado para permitir interpretacdes precisas (KONEMAN et al., 2008).
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Kits comerciais utilizados para identificagdo como ID 32 C (bioMerieux) sdo
bastante utilizados. Este kit fornece uma avaliagdo para assimilacdo de 30 fontes de
carbono e o desenvolvimento de levedurasna presenca de cicloheximida. Os
ensaios séo realizados de acordo com as instrucdes do fabricante. E composto por
32 cupulas, cada uma contendo um substrato de carbono desidratado. Apés a
inoculagéo da suspenséao da levedura a ser testada, incuba-se de 24-48 horas, e o
crescimento em cada cuUpula é detectada atravésda leitura visual. O resultado €

obtido usando o software de identificagéo (bioMerieux) (ALVES et al., 2005).

O estudo realizado por ALVES et al. (2005), realizou a identificag&o pelo perfil
bioquimico de dezenove isolados de C. dubliniensis anteriormente identificados por
métodos de genotipagem e utiizou o Kit da bioMerieux. Apos 48 horas de
incubacéo o sistema de ID 32 C foi capaz de identificar e classificar grande parte dos
isolados como positivo (13) para C. dubliniensis em trés niveis diferentes: excelente
(sete), muito bom (cinco) e bom (um). Quase todos os demais (seis) foram
considerados de perfil duvidoso, mas o software sugere que ha 83,6 % de chances

para que sejam C. dubliniensis.

O sistema de identificagdo Auxacolor baseia-se na utilizacdo de carboidrato e
o crescimento é visualizado por alteracéo na cor de um indicador de pH. A placa de
microtitulacdo contém 16 pocos, e as placas sdo lidas apdés 24-72 horas de
incubacdo a 30° C. Além disso, varias outras caracteristicas, como capacidade de
crescimento a 37° C, formacdo de micélio, ou artrosporose presenca de uma

capsula, também s&o incluidas (KONEMAN et al., 2008).

O sistema RapIlD YeastPlusé baseado na utlizacdo de substratos de
carboidrato, na hidrélise de &acidos graxos e uréiae na hidrélise enzimatica de
substratos aril-amida e glicosidio. Um painelcom 18 cavidadesé incubado por4
horasa 30°Ce lido apo6sa adicdo de reagentes especificos (KONEMAN etal.,
2008).
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8.5 Testes moleculares

A abordagem mais confiavel na diferenciagcdo entre os organismos é baseada
em técnicas moleculares. Embora em desenvolvimento e pouco empregado na
pratica clinica, a maioria destes estudos dependem de testes fenotipicos para
identificara espécie da levedura, equipamentos especializados e conhecimento e

alto custo na realizagdo dessas técnicas moleculares (ELLS etal., 2009).

O desenvolvimento e o aperfeicoamento das técnicas de biologia molecular
utilizando o DNA de agentes infecciosos tém-se mostrado uma estratégia
clinicamente viavel. A PCR ¢é a técnica mais utilizada paraeste fim, pois permite
rapida identificacao de alguns fungos. Entretanto, para o diagnostico da candidiase
ainda ndo mostrarazdo positiva custo/eficacia em relacdo aos métodos classicos
(GIOLO & SVIDZINSKI, 2010).

Para fins epidemioldgicos, a técnica derivada da PCR "amplificacéo aleatoria
de DNA polimorfico", conhecida pelasigla na lingua inglesa RAPD, fornece bons
resultados. Esse ensaio utiliza uma sequéncia pequena (nove a 10 pares de bases)
como primers aleatérios para a amplificacdo do DNA. Essa variacdo da PCR permite
avaliar a correlagdo genética entre isolados da mesma espécie. E uma das técnicas
mais empregadas para esse proposito devido a sua facilidade de execugéo, muito
utiizada para comparar isolados obtidos de amostras clinicas com os de fontes
inanimadas, auxiliando na andlise de inquéritos epidemiolégicos de surtos
hospitalares. Por esse método de genotipagem pode-se analisar a similaridade entre
isolados clinicos e se micro-organismos da mesma espécie séo iguais, similares ou
diferentes, discriminando subpopulacdes intraespécies (GIOLO & SVIDZINSKI,
2010).

Essa metodologiatambém tem aplicacdo parase demonstrar a provavel
origem daquelainfecgdo fungica. Por meio da tipagem molecular de micro-
organismos isolados em colonizagdo (maos, superficies dispositivos), e em
comparagdo com isolados infectantes, pode-se comprovarse as mesmas sS&o ou
ndo geneticamente idénticas (GIOLO & SVIDZINSKI, 2010).

As principais vantagens da RAPD-PCR em relacdo as demais técnicas

moleculares sao: rapidez de execugao, baixo custo, facilidade de implantacdo em
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laboratorios, facilidade de aplicagdo em estudos epidemiolégicos, além de ndo haver

necessidade de se conhecer previamente o DNA a ser analisado (ELLS et al., 2009).

Além dessas técnicas, existem outras que também s&o utilizadas com

frequéncia:

- Polimorfismo de comprimento do fragmento amplificado:

Atécnica de impressédo digital, mais recentemente desenvolvida €
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP). Esta técnica
envolve o isolamento e restricio do DNA gendmico, seguido por ligagao de
adaptadores e restricdo parcialmente sitio-especifico para as extremidades viscosas
dos fragmentos (ELLS et al., 2009).

- Cariotipagem eletroforética:

Envolve o isolamento de cromossomos através da criacdo de protoplastos,
incorporando-os em plugs de agarose e remocgao das membranas celulares e
proteinas. As fichas de agarose sdao, entdo, submetidas a gel de eletroforese e as
bandas cromossémicas sdo resolvidas visualizado-os através da coloragcdo com
brometo de etidio e transiluminagdo com UV. Existem diversas variacfes desta
técnica de eletroforese em campo pulséatil incluindo gel (PFGE), que é capaz de
separar moléculas maiores de DNA mudando a dire¢do do campo elétrico. As
moléculas maiores de DNA reorientadas sao mais lentas do que moléculas menores,

permitindo uma maior resolucdo (ELLS et al., 2009).
- Sequenciamento:

As técnicas moleculares sdo ferramentas adequadas para a identificagdo
adequada das leveduras. Um exemplo da importancia é a diferenciacdo das novas
espécies estreitamente relacionadas com C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C.
metapsilosis, que foram recentemente segregados por métodos moleculares e
também diferenciados por meio de abordagens moleculares, como andlise da
sequéncia de nucleotidios, pela amplificacdo por PCR da regido especifica do intron
RPSO (VERCHER et al., 2011).

A identificagdo com base em diferengas de sequéncias em regides de rDNA

tem sido bastante estudado. Uma regido do rDNA 25 S que tem se mostrado
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altamente conservada dentro dos isolados de C. albicans é a regido V3 (ELLS et al.,

2009). Sullivan et al. (2005), amplificando aproximadamente 600 pb da regido V3 e
apos sequenciamento, descobriram que as sequéncias dos isolados atipicos (C.
dubliniensis) diferem cercade 14 nucleotideos dos isolados de C. albicans. Uma

outra regido do rDNA 25S usado para diferenciar as duas espécies € uma area que
abrange o sitio do intron transponivel. A amplificacdo desta regido gerou
produtos diferentes para C. albicans (um com 450pb e um fragmento com 840 pb),
dependendo do gendtipo do isolado, enquanto todos os isolados de C. dubliniensis
obtiveram produto com 1080 pb, permitindo assim a diferenciacéo entre as espécies

(ELLS et al., 2009).

Internos transcritos (ITS) dos genes ribossémicos das leveduras patogénicas
como Candida albicans, C. dubliniensis, C.glabrata entre outras sdo U(teis para
identificacdo correta e precoce em nivel de espécie de organismos que apresentam
problemas na identificacdo por métodos fenotipicos. Estas sequéncias sao
comparadas com sequéncias depositadas em bancos de dados gendmicos para
permitir reduzir o tempo necessario paraidentificacdo de espéciesde leveduras,
melhorar a acuracia na caracterizagédo de patégenos emergentes e contribuir ainda
para ampliar o numero de sequéncias de leveduras depositadas em bancos
gendémicos. E importante ressaltar que a identificacdo por métodos moleculares é
obrigatéria para resolver inconsisténcias de métodos convencionais na identificacdo

de leveduras emergentes (COLOMBO, 2012).

dois
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho demonstrou que é crescente o numero de leveduras emergindo
como patégenos com potenciais invasivos e que a incidéncia de infeccbes
nosocomiais é um fator preocupante, pois esté diretamente relacionada, na maioria
das vezes, ao surgimento de infec¢Bes resistentes. Micro-organismos antes
comensais, estdo cada vez mais se tornando potenciais patdgenos. Além de
encontrarem condicdes favoraveis do hospedeiro, estdo adquirindo cada vez mais
resisténcia as drogas antifungicas devido a dificuldade na identificagdo correta,
tendo como consequéncia tratamento ineficazes. Diante disso, 0s pesquisadores
estdo em busca de novos farmacos que sejam eficazes e promovam o minimo de

agressao aos pacientes acometidos.

Dentre as leveduras emergentes, € destaque ha décadas o género Candida,
que continua sendo o principal patbgeno das UTI's. Além das dificuldades de
tratamento devido aos diferentes fatores de viruléncia das leveduras, encontra-se
também a necessidade de profissionais capacitados para um diagndstico correto a
fim de obter sucesso terapéutico com menos agresséo possivel ao paciente. Frente
a tantas evolugdes das técnicas de diagndstico, ainda pesquisam-se métodos mais
rapidos com um alto padrao de confiabilidade; as técnicas moleculares mostram-se

bastante promissoras, apesar de pouco empregadas e com alto custo.

Deve-se haver uma conscientizacdo dos profissionais de saude, como
elementos disseminadores de isolados, a fim de contribuir para reduzir o nimero de
infec¢des fungicas nosocomiais, caso contrario, pode-se tornar um problema de

saude publica.
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