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Introducdo. Infeccbes fungicas invasivas tém aumentado drasticamente nas

dltimas trés décadas, tendo se tornado uma importante causa de morbidade e
mortalidade entre os pacientes imunocomprometidos (GIAMMANCO et al 2005).
Candidiase orofaringea é a doenca fungica mais comum entre 0s pacientes portadores
da sindrome da imunodeficiéncia pelo virus HIV. Estima-se que cerca de 80 a 90%
desses pacientes, irdo ter um episddio de candidiase orofaringea durante o curso de
sua doenca (SCHALLER ET AL 2001). Candida albicans é o principal patdégeno
humano do género Candida implicado nessas infecgdes (PICHOVA ET AL 2001).
Casos de candidiase orofaringea tém sofrido nos udltimos anos um decréscimo
significante, devido provavelmente ao uso de anti-retrovirais. Esses medicamentos s&o
capazes provavelmente de inibir alem das proteases do virus aquelas secretadas por
fungos do género Candida. Essas proteases sé&o indiscutivelmente elementos de
viruléncia correlacionados ao fungo (NIKAWA ET AL 2006). Aléem das proteases outra
enzima como fosfolipase, capaz de degradar o tecido do hospedeiro tem sido relatada
como um importante fator de viruléncia produzida principalmente por Candida albicans
(KUMAR ET AL 2006). A incidéncia crescente de infec¢des fungicas oportunisticas em
pacientes criticos tem se refletido em um maior e indiscriminado uso dos antifingicos
sistétmicos (NEUFELD 2002). O tratamento com anfotericina B apresenta elevada
eficacia para essas infec¢des, entretanto esse medicamento mostra inumeros efeitos
colaterais e uma alta toxicidade para os pacientes. Dessa maneira, outros grupos de
antifingicos como os azolicos e as equinocandinas passaram a ser considerados como
alternativa de tratamento para essas infec¢Oes, principalmente por serem menos
toxicos (CLANCY ET AL 2006). Assim se faz necessario conhecer o comportamento
desses microrganismos na presenca destes agentes antifingicos e a producdo de
enzimas um dos seus principais fatores de viruléncia.
Objetivos. Neste trabalho nds objetivamos tracar o perfil de suscetibilidade de
amostras de Candida albicans isoladas da mucosa bucal de pacientes HIV positivos
frente ao itraconazol, voriconazol e anfotericina B, através da técnica de microdiluicdo
em caldo (CLSI M 27 A2); verificar a concentracao fungicida minima destes isolados
frente a esses agentes antifingicos e analisar a produgcdo de enzimas como proteinase
e fosfolipase.

Metodologia

Microrganismos. Foram utilizadas 11 amostras de Candida albicans isoladas de
mucosa bucal de pacientes HIV positivos, provenientes do Hospital de Doencas
Tropicais do Estado de Goias.Todas as amostras coletadas foram semeadas em meio



de &gar Sabouraud dextrose, incubados a temperatura ambiente e a 37°C e
identificadas através de testes de formacdo de tubo germinativo, producdo e
clamidoconidio e assimilacdo e fermentacdo de hidratos de carbono (auxanograma)
segundo KURTZMAN E FEELS (1998).

Teste de suscetibilidade. A suscetibilidade de todos os isolados estudados frente ao
itraconazol, voriconazol e anfotericina B foi determinada de acordo com a técnica de
microdiluicdo em caldo padronizado pelo documento M27-A2 definido pelo CLSI 2002.
Concentracdo Fungicida Minima. A concentracdo fungicida minima (CFM) dos
isolados para itraconazol, voriconazol e anfotericina B foi obtida primeiramente através
do conhecimento da concentracdo inibitéria minima (CIM) destes antifiangicos. A CIM
obtida e as primeiras concentracbes superiores a esta, foram semeadas em meio de
agar Sabouraud dextrose (em placas) até que ndo se obtivesse crescimento visivel do
microrganismo.

Dosagem de Proteinase e Fosfolipase. A dosagem de proteinase e fosfolipase foram
realizadas de acordo com a técnica de RUCHEL ET AL 1983 e PRICE ET AL 1982
respectivamente, onde foram oferecidos substratos para que as enzimas pudessem
atuar, quando presentes nos isolados estudados. A atividade enzimatica foi calculada
como a propor¢ao entre o diametro da colonia e o diametro da zona de degradacgéo do
substrato, denominado de Prz (para proteinase) de Pz para fosfolipase sendo que trés
niveis de secrecdo dessas enzimas foram estabelecidos.

Prz=1,0 = Auséncia de atividade enzimatica;

1,0 <Prz > 0,64 = Atividade enzimatica positiva;

Prz < 0,64 = Atividade enzimatica fortemente positiva.

Enquanto para fosfolipase os valores foram dados como PZ

Pz=1,0 = Auséncia de atividade enzimatica,

1,0 <Pz > 0,64 = Atividade enzimatica positiva,

Pz < 0,64 = Atividade enziméatica fortemente positiva.

Resultados. Todos os isolados mostraram-se suscetiveis aos 3 agentes antifungicos
estudados, com concentragfes inibitérias minimas (CIM) baixas. Dos 11 isolados
estudados 5 (45,5%) mostraram CIM de 0,015ug/ml para anfotericina B e voriconazol. A
concentracdo fungicida minima (CFM) de itraconazol, anfotericina B e voriconazol
observada para os isolados estudados foi no minimo 2 vezes superior & concentracao
inibitéria minima  obtida através do teste de microdiluicio em caldo. Tanto para
itraconazol quanto para voriconazol observou-se que a CFM variou de 0,06 a 2,0 pug/ml.
Anfotericina B mostrou-se com CFM mais baixas compativeis com a CIM em torno de
0,03 para a maioria dos isolados estudados. Os resultados da CIM e CFM dos varios
antifngicos estudados para os isolados de Candida sdo mostrados na tabela 1.

Tabelal. Concentracdo inibitéria e fungicida (ug/ml) de 11 isolados de Candida
albicans frente ao itraconazol, voriconazol e anfotericina B.

Numero do Agentes antifungicos
Isolado




Itraconazol Voriconazol Anfotericina B

CIM CFM CIM CFM CIM CFM
02 0,015 0,06 0,015 0,06 0,125 0,25
03 0,5 0,5 0,015 0,06 0,06 0,125
04 0,25 1,0 0,06 0,5 0,25 0,25
09 0,5 2,0 0,5 2,0 <0,015 0,03
13 0,25 1,0 0,03 0,125 < 0,015 0,03
54 0,25 0,5 <0,015 0,06 < 0,015 0,06
82 0,03 0,125 0,25 0,5 <0,015 0,06
110 0,03 0,125 0,015 1,0 <0,015 0,06
114 0,125 0,5 0,25 2,0 <0,015 0,03
115 0,5 1,0 0,25 0,5 <0,015 0,03
117 0,015 0,06 0,015 0,06 < 0,015 0,03

Todos os isolados estudados mostraram uma atividade enziméatica,variando de 0,46 a
0,33 para proteinase (fortemente proteolitica -100%) e de fosfolipase variando de 0,33
al, (figura 1)

@ Fortemente positiva @O Positiva @ Negativo

Figura 1. Atividade enzimatica de fosfolipase para 11 isolados de Candida
albicans
Discussao. A alta atividade de exoenzimas consideradas fatores de viruléncia

expressa por estes microrganismos mostra a sua significancia como produtor de
infeccdo. Todos os isolados apresentaram uma atividade fortemente positiva para



proteinase com pz< 0,64, enquanto para fosfolipase 55% mostraram elevada atividade
36% tiveram uma fosfolipase positiva e apenas 9% nao foram capazes da producéo
desta enzima. Nossos resultados estdo de acordo com outros autores que relatam a
forte produgdo dessas enzimas. Trabalhos realizados com pacientes HIV positivos
mostraram que todos os isolados de Candida albicans obtidos da mucosa bucal desses
pacientes foram positivas para fosfolipase e proteinase, sugerindo que esses isolados
tém uma alta producdo dessa enzima quando comparados com isolados de outros
sitios (KOTHAVADE & PANTHAKI 1998, KUMAR ET AL 2006). E preciso destacar que
em pacientes HIV positivos a expressdo dessa patogenicidade através dessas duas
enzimas, associadas a seletividade de espécies providencia condicbes que aumentam
a aderéncia e a colonizacéo facilitando a multiplicacdo dessas leveduras (BOSCO ET
AL 2003).

Os resultados observados em nosso trabalho mostraram que dos agentes antifiungicos
estudados, a Anfotericina B foi o mais efetivo. Experimentos anteriores demonstraram
alta atividade in vitro deste antifingico em isolados da mucosa bucal. BATISTA ET AL
1999 e BURGESS ET AL 2000; mostraram valores de CIM baixos para anfotericina B
para isolados deste sitio em pacientes com AIDS. A alta atividade antifingica de
itraconazol e voriconazol demonstrada para isolados de C. albicans encontra suporte
em varios trabalhos que mostraram que estes antifingicos podem inibir o crescimento
destes microrganismos em baixas concentragcdes. MARCO ET AL 1998 verificaram CIM
de 00,6 pg/ml ao voriconazol para a maioria do isolados de Candida albicans, e sugeriu
gue este é um novo agente triazélico de alta poténcia, podendo inclusive ser ativo para
espécies de Candida resistentes ao fluconazol. Para itraconazol, embora os valores de
CIM sejam mais elevados, a maioria mostrou-se com CIM de 0,5 pg/ml, demonstrando
que os isolados sdo suscetiveis a este agente antifingico, levando-se em consideracéo
os valores de breakpoints estabelecidos pelo CLSI 2002.

Conclusdes: Nossos resultados mostraram que anfotericina B, voriconazol e
itraconazol apresentaram valores de CIM baixas, o que permite sugerir o possivel uso
destes farmacos na terapia destes pacientes e que a producdo de alta atividade das
exoenzimas, confirmou a capacidade de patogenicidade da espécie albicans .
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