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RESUMO GERAL

InfeccBes fangicas em imunossuprimidos aumentaram significativamente nas ultimas
décadas, sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade. Fatores de
viruléncia, como producdo de enzimas pelos agentes infecciosos, contribui no dano
causado aos pacientes. Neste contexto, 0s objetivos deste trabalho foram detectar, isolar e
identificar fungos em amostras clinicas, principalmente das vias respiratérias, de pacientes
com pneumopatias cronicas, internos no Setor de Pneumologia do Hospital Geral Otavio
de Freitas — PE e caracterizar os agentes quanto a patogenicidade. Foram realizadas coletas
em 137 pacientes, sendo obtidas 327 (92,2%) amostras de escarro, 20 (5,6%) de lavado
bronco-alveolar, quatro (1,1%) de secregéo da cavidade oral e quatro (1,1%) de fragmentos
de tecido pulmonar. Em 10 pacientes (7,29%), foi diagnosticada aspergilose pulmonar, em
quatro, (2,9%) colonizacdo causada por especies de Candida e Geotrichum clavatum, em
trés (2,1%), colonizacdo por leveduras associada a candidiase oral, em um, (0,7%)
feohifomicose pulmonar e em um (0,7%), candidiase oral. Foram obtidos 21 isolados,
sendo oito (38,09%) de Aspergillus fumigatus, um (4,76%) de A. flavus, oito (38,09%) de
C. albicans, dois (9,54%) de C. tropicalis, um (4,76%) de G. clavatum e um fungo
filamentoso demaéceo, Cladophialophora devriesii (4,76%). As culturas apresentaram
diferentes perfis em relagdo a capacidade elastinolitica, proteolitica e fosfolipasica, ndo
permitindo estabelecer relacdo entre os danos ao hospedeiro e a deteccdo enzimatica. O
diagnostico diferencial precoce e preciso é imprescindivel para terapéutica adequada e bom

prognostico do paciente.

Palavras-chave: Aspergilose pulmonar, colonizagcdo pulmonar por leveduras, candidiase

oral, feohifomicose pulmonar, perfil enzimatico.



ABSTRACT

Opportunistic fungal infections have increased significantly in recent decades, and it is a
major cause of morbidity and mortality. Virulence factors, such as enzyme production,
contributes to the damage caused to patients. In this context, the objectives were to detect,
isolate and identify the fungi occurring in clinical samples, mainly respiratory tract of
patients with chronic respiratory disorders, inmates in Pneumology sector of the Hospital
Geral Otavio de Freitas - PE and to characterize them in respect to pathogenicity. From the
137 patients collected, 327 (92.2%) were obtained by sputum samples, 20 (5.6%) from
bronchoalveolar lavage, four (1.1%) from secretion of the oral cavity and four (1, 1%)
from of fragments of lung tissue. In 10 patients (7.29%), it was diagnosed pulmonary
aspergillosis, in four patients (2.9%) presented a yeast colonization caused by Candida
species and Geotrichum clavatum, three patients (2.1%) presented colonization by yeasts
associated with oral candidiasis, one (0.7%) had pulmonary phaeohyphomycosis and one
(0.7%), oral candidiasis. From 21 isolates obtained, eight (38.09%) were identified as
Aspergillus fumigatus, one (4.76%) isolate as A. flavus, eight (38.09%) as C. albicans, two
(9.54%) as C. tropicalis, one (4.76%) G. clavatum and a dematiaceous filamentous fungus,
Cladophialophora devriesii (4.76%). The cultures presented different profiles in relation to
their capacities to produce elastinolytic, proteolytic and phospholipolytic enzymes, which
did not albw to establish a correlation between the host damage and enzymatic detection.
The early and accurate differential diagnosis is imperative for appropriate therapy and

prognosis for the patients.

Key-words: Pulmonary aspergillosis, pulmonary colonization by yeasts, oral candidiasis,

pulmonary phaeohyphomycosis, enzymatic profile.
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1. INTRODUCAO

As infecgOes fungicas sistémicas podem ser primarias ou oportunistas, e nos ultimos
anos tem se tornado crescente o nimero de infecgdes graves. Estas infecgBes ocorrem por
fungos presentes no ar, superficies inanimadas de equipamentos hospitalares e dos
domicilios, nas plantas, solo, agua, alimentos, animais domésticos e colonizando a pele,
mucosas dos tratos gastrointestinal, genital e respiratério (Kuan-Yu Chen et al., 2001,
Colombo, 2007).

O risco de adquirir infeccbes fldngicas invasivas de carater oportunista esta
associado a um crescente numero de fatores que predispdem os individuos a essas
infeccbes, sendo a causa principal de morbidade e mortalidade em pacientes
imunossuprimidos (Ascioglu et al., 2002; Caston-Osorio et al., 2008; Cuenca-Estrella et
al., 2008; De Pauw et al., 2008; De Pauw; Picazo, 2008).

A incidéncia de infec¢des fangicas oportunistas em imunossuprimidos aumentou
significativamente nas Ultimas décadas, e 0 seu crescimento esta diretamente relacionado
ao avanco no tratamento de diversas doencas, destacando-se 0 uso de agentes anti-
neoplasicos, drogas imunossupressoras como corticosterdides, antibioticoterapia
prolongada e a realizagcdo cada vez mais freqliente de transplante de medula 6ssea e 6rgéos
solidos. Alteragdes do sistema imune, como ocorrem na Sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (aids), permitem que os fungos causem infec¢bes graves, agravando o
prognostico destes pacientes. O pulmdo € um dos 6rgaos mais comumente afetados por
infeccdo fungica alcancando altos indices de morbidade e mortalidade em
imunossuprimidos, principalmente, pacientes soropositivos ao virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (Souza, 2006; Benito et al., 2008; Cuenca-Estrella et al., 2008; Goldenberg;
Price, 2008).

A infecgdo fangica pulmonar é adquirida pela inalacdo de estruturas fungicas
correspondentes a espécies patogénicas presentes no meio ambiente ou na microbiota
normal do hospedeiro (Randhawa, 2000; Goldenberg; Price, 2008). As micoses
pulmonares, ocasionalmente, aparecem agudas e fulminantes apresentando aspectos
clinicos sugestivos para varias doengas pulmonares. Dessa forma, torna-se dificil o
diagndstico diferencial entre pneumopatias flngicas e outras doencas como a tuberculose
pulmonar, co-infeccdes pulmonares e o desencadeamento de pneumopatia fungica pds-

tuberculose pulmonar (Randhawa, 2000; Lumbreras; Gavalda, 2003).
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A dificuldade diagnostica tem conduzido “equivocos no diagnostico”, dado que
outras patologias das vias respiratorias apresentam clinica semelhante a micose
broncopulmonar (Santos et al., 2000; Kuan-Yu Chen et al., 2001; Almeida et al., 2003;
Torres-Pereira et al., 2007).

A capacidade dos fungos em produzir enzimas extracelulares, como proteases,
fosfolipases e elastases, favorece o crescimento, a multiplicacéo fangica, invasdo e dano ao
tecido hospedeiro condi¢des indispensdveis para patogenicidade (Lacaz et al., 2002;
Nowakowska et al., 2004; Koga-lto et al., 2006). A producdo de tais enzimas é
considerada um importante fator de viruléncia, uma vez que, por degradacdo conduzem a
destruicdo dos constituintes de membranas celulares (Trabulsi et al., 2002; Menezes et al.,
2005).

Situado no bairro de Tejipid, Zona Oeste do Recife, capital do Estado de
Pernambuco encontra-se o Hospital Geral Otavio de Freitas, referéncia no tratamento de
pneumopatias. Atualmente, ndo ha o servico de diagnostico laboratorial micoldgico no
referido hospital e 0 mesmo tem sido realizado esporadicamente no Laboratério de
Micologia Meédica no Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, e devido ao fato de pneumopatias fungicas ndo figurarem entre as doencas de
notificagdo obrigatdria, ndo havendo assim dados precisos da real incidéncia dessas
infeccOes (Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco, 2008).

Baseado na importancia do tratamento precoce para os portadores de pneumopatias,
este trabalho teve como objetivos detectar, isolar e identificar fungos em amostras clinicas,
das vias respiratérias de pacientes com pneumopatias cronicas, internados no Setor de
Pneumologia do Hospital Geral Otavio de Freitas, Recife — PE, delinear dados de
importancia epidemioldgica e caracterizar os agentes quanto ao perfil enzimatico

relacionado a patogenicidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Os pulmdes sdo drgados responsaveis pelas trocas gasosas, cujas unidades estruturais
sdo os alveolos (Rhoades; Tane, 2005). A microbiota do sistema respiratorio superior é
variada, sendo constituida de bactérias e fungos, dos quais se destacam espécies de
Candida (Lacaz et al., 2002). Estes fungos podem, em algum momento, passar de
comensais a patdgenos, dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro. Casos de
pneumopatias fungicas ocorrem freqlientemente em individuos com o sistema imunoldgico
comprometido como portadores do HIV, tuberculose, neoplasias malignas e aqueles
submetidos a transplantes (Feldmesser, 2005; Camuset et al., 2007; De Pauw; Picazo,
2008; Goldenberg; Price, 2008).

Alguns fatores contribuem para que os fungos saprébios como as leveduras que
fazem parte da microbiota normal humana e fungos de baixa patogenicidade tornem-se
patdgenos, causando quadros clinicos varidveis. Destaca-se como fator de patogenicidade,
a producdo de enzimas que podem estar envolvidas na patogénese de infec¢Ges. Enzimas
como proteases, fosfolipases e elastases extracelulares sao capazes de hidrolisar peptideos,
desempenhando um importante papel no crescimento, na multiplicacdo fangica e na

invasdo dos fungos no tecido hospedeiro (Lacaz et al., 2002; Macias et al., 2004).

2.1. Aspergillus MICHELI EX LINK (1809) E ASPERGILOSE PULMONAR

O género Aspergillus, descrito por Micheli em 1809, agrega espécies encontradas
no solo e vegetais em decomposi¢do (Raper; Fennel, 1977; Klich, 2002; Lacaz et al.,
2002). Sdo amplamente distribuidas na natureza e esporulam abundantemente, dispersando
os conidios no ambiente, sendo relatados como dos mais frequentes agentes de doenca
fangica invasiva para pacientes imunossuprimidos (Varkey; Perfect, 2008).

Vaérias espécies foram descritas como patégenas para humanos, sendo a principal
via de infeccdo a pulmonar, iniciando pela invasdo do tecido local e, finalmente,
disseminando para outros Orgaos, acarretando manifestacGes graves, sobretudo, em
pacientes com déficit do sistema imunoldgico (De Valk et al., 2008; Dagenais; Keller,
2009).

O estabelecimento da aspergilose € decorrente de varias condic¢Ges incluindo,

alteracdes da funcdo dos macrdéfagos e neutrofilos, transplantes de medula dssea e 6rgaos
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solidos, neutropenia, corticoidoterapia prolongada, infeccdo pelo HIV e aids, doenca
granulomatosa cronica, sarcoidose, queimaduras severas, doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), permanéncia hospitalar prolongada, antibioticoterapia mdaltipla
prolongada, diabetes mellitus, alcoolismo, nutricdo parenteral, dependéncia quimica e
desnutricdo (Sanchez; Vifia, 2004; Zmeili; Soubani, 2007; Wheat, 2009; Goldenberg;
Price, 2008).

A tuberculose pulmonar é o principal fator predisponente para o surgimento de
colonizagdo fungica (Sanchez; Vifa, 2004; Unis et al., 2005). A coloniza¢do do pulméo
por espécies de Aspergillus € relatada em pacientes com diversas patologias, sobretudo a
tuberculose pulmonar. Infeccdo fungica pds-tuberculose pulmonar € observada mais
frequentemente em pacientes com aspergiloma (Khan et al., 2003).

Dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro, a aspergilose pode apresentar
quatro formas clinicas: aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) causada por uma
hipersensibilidade para antigenos de Aspergillus; aspergiloma, ou bola fangica (fungus
ball), onde o fungo se desenvolve em cavidade preexistente no pulméo, sendo esta a forma
mais comum e melhor reconhecida de envolvimento pulmonar; aspergilose cronica semi-
invasiva, também chamada de aspergilose cronica necrotizante, processo infeccioso
cavitario indolor do parénquima pulmonar secundario a invasdo local através de espécies
de Aspergillus; e aspergilose invasiva, caracterizada pela proliferacdo das hifas no
parénquima pulmonar, causando pneumonite necrotizante com invasdo dos vasos
pulmonares, conduzindo a hemorragias e infartos (Sanchez; Vifa, 2004; Zmeili; Soubani,
2007; Goldenberg; Price, 2008).

Aspergilose invasiva é um problema crescente para pacientes com DPOC, fibrose
cistica e sequela de tuberculose, internados em ambiente hospitalar em razdo de
transplantes de medula 6ssea e 6rgdos solidos e tratamento com corticosteroides. (De Valk
et al., 2008). Espécies de Aspergillus destacam-se como agentes de infecgdes fungicas
oportunistas e neste género, A. fumigatus é o mais frequente seguido de A. flavus, A.
terreus e A. niger (Dagenais; Keller, 2009).

Ha correlacdo entre quadro clinico e identificacdo do agente nas secrecfes
brénquicas e tecido pulmonar, contudo, nem sempre é possivel estabelecer esta relagdo. A
inespecificidade dos sinais e sintomas da infec¢do, a dificuldade de obtencéo de espécimes
clinicos adequados, como fragmentos de tecidos ou liquidos assépticos para realizacdo de

exame direto e cultura e por vezes o longo tempo necessario para o isolamento do agente
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etiologico sdo obstaculos para a realizacdo do diagnostico comprovado (Hummel;
Buchheidt, 2007; Hao et al., 2008; Wheat, 2009).

O diagnostico de aspergilose é baseado em quadro clinico, aspectos de imagem,
microscopia direta e cultura, sorologia e achados anatomopatoldgicos (Sanchez; Vifia,
2004; Zmeili; Soubani, 2007; Goldenberg; Price, 2008; Wheat, 2009).

O uso da radiografia de térax como ferramenta de diagnostico por imagem ndo é
muito Gtil na fase inicial da doenca, devido a alta incidéncia de alteracGes inespecificas. Os
achados habituais incluem zonas de densidade arredondadas (sinal do halo), que sdo vistos
apenas na fase inicial da doencga, infiltrados pleurais sugestivos de infarto pulmonar e
cavitacdo, geralmente localizados nos apices pulmonares. A tomografia computadorizada
de alta resolucdo mostra-se mais Gtil (Sanchez; Vifia, 2004; Zmeili; Soubani, 2007).

Uma das formas clinicas de aspergilose, aspergiloma, se apresenta na imagem
tomografica como uma massa dentro de uma cavidade pulmonar, sendo separada da parede
por um espaco de ar (sinal do ar crescente) e frequentemente associada com o
espessamento da parede e pleura adjacente. Aspergilose broncopulmonar alérgica é
constituida principalmente por impactacdo mucoide e bronquiectasias, envolvendo
predominantemente os brénquios segmentares e subsegmentares dos lobos superiores.
Aspergilose cronica necrotizante pode se manifestar como massa endobronquica,
pneumonite obstrutiva ou colapso, ou massa hilar, nddulos centrolobulares e &reas de
ramificagdo linear ou nodular (Franquet et al., 2001).

Os resultados caracteristicos da tomografia computadorizada em aspergilose
angioinvasiva consistem de nodulos rodeados por um halo (sinal do halo) ou em base da
pleura, areas de consolidacdo em forma de cunha. Apesar dos achados de imagem na
aspergilose pulmonar serem inespecificos como ferramenta clinica apropriada, os achados
da tomografia computadorizada podem sugerir ou mesmo ajudar a estabelecer o
diagnostico (Franquet et al., 2001).

As manifestacdes clinicas sdo inespecificas, variando de dispnéia, febre e tosse
produtiva prolongada com hemoptise e dor toracica, sintomas que podem ser sugestivos de
inimeras doencas respiratorias, o que inviabiliza o diagndstico clinico e consequentemente
favorece a equivocos (Sanchez; Vifia, 2004; Kant; Sanjay, 2007; Zmeili; Soubani, 2007;
Goldenberg; Price, 2008; Xavier et al., 2009). A visualizagcdo de hifas dicotdmicas ao

exame direto de material biologico € indicativa de aspergilose, mas ndo é conclusiva, pois



OLIVEIRA, HM.S. Perfil enzimatico de fungos... 17

este achado tambem € comum a outras espécies de fungos (Lacaz et al., 2002; Wheat,
2009).

Kumar (2000) relata um caso de um paciente de 45 anos, apresentando hemoptise,
tosse e dispnéia durante trés anos tratado com dois esquemas de terapia anti-tuberculose,
sem qualquer melhora. O paciente foi diagnosticado com aspergilose bronco-pulmonar
alérgica, coexistindo com aspergiloma situado em uma cavidade com fluido, constituindo
uma rara associagéo.

Para invadir o hospedeiro, espécies de Aspergillus precisam aderir e penetrar 0s
tecidos, e estudos tém buscado fatores de viruléncia e o seu papel na patogénese da
infeccdo. Tolerancia a temperatura, taxa de crescimento, tamanho dos conidios, adesinas,
producdo de pigmentos, metabdlitos toxicos e enzimas extracelulares sdo fatores de
viruléncia de espécies de Aspergillus e outros fungos (Tomee et al., 1994; Al-Alawi et al.,
2005; Okumura et al., 2004; Alp; Arikan, 2008).

2.2. COLONIZACAO PULMONAR POR LEVEDURAS E CANDIDIASE ORAL

O género Candida, descrito por Berckhout em 1923, congrega espécies que podem
fazer parte da pele e mucosas de humanos e outros animais, porém, sob determinadas
circunstancias, estas espécies podem portar-se como patégenas (Lacaz et al., 2002; Kumar
et al., 2009).

Espécies de Candida, consideradas patdgenas oportunistas, apresentaram na ultima
década um aumento significativo, como agentes de infecgdes graves e disseminadas, as
quais resultam em sérios problemas de salde publica. C. albicans e n&o-albicans
encontram-se entre as principais causas de infec¢cbes nosocomiais, e embora C. albicans
ainda permaneca como uma das espécies mais frequentemente isoladas, ultimamente tem
sido constatada a emergéncia de outras, como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata,
C. krusei, C. lusitaniae e C. guilliermondii (Kumar et al., 2009; Mimica et al., 2009;
Vidigal; Svidzinski, 2009).

Devido ao fato de que leveduras colonizam as vias areas, até 0 momento ndo ha
uma adequada valorizacdo dos achados de Candida a partir de espécimes biologicos do
trato respiratdrio, exceto de fragmento do tecido pulmonar (Vidigal; Svidzinski, 2009).

Segundo Pittet et al. (1994), a colonizacdo foi definida como a presenca de espécies

de Candida em trés ou mais amostras obtidas dos mesmos ou diferentes sitios corporeos
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em pelo menos dois dias consecutivos de triagem; Leon et al. (2009) definem este processo
como a presenca de espécies de Candida em amostras de controle e vigilancia obtidos a
partir da urina, secrecdo traqueal, orofaringe, estbmago ou fezes. J& Troughton et al. (2010)
consideram a colonizagdo por Candida como crescimento de pelo menos cinco unidades
formadoras de col6nia a partir de um sitio ndo-estéril (Troughton et al., 2010).

Segundo Vidigal e Svidzinski, (2009), a colonizacdo do trato respiratorio,
desencadeada por espécies de Candida, comumente ocorre em pacientes que necessitam de
ventilagdo mecénica por um periodo superior a dois dias. Isto ocorre em virtude da
disseminacdo hematogénica pulmonar ou pela aspiracdo de contetdos colonizados de
origem orofaringea ou gastrica. Para os referidos pesquisadores, um dilema comum
enfrentado por clinicos consiste na determinacdo, quando na presenca de leveduras em
amostras pulmonares, se isto de fato representa uma infeccdo ou se apenas resume-se a
uma colonizacgéo ou, ainda, a uma contaminacao.

Atualmente, ndo ha protocolos padronizados reconhecidos que possam oferecer
subsidios capazes de predizer precocemente o risco de leveduras detectadas em amostras
provenientes do trato respiratério, mesmo considerando-se a probabilidade de uma
colonizacao evoluir para infeccdes de alta morbidade e mortalidade em determinados casos
clinicos. A colonizagéo do trato respiratorio por Candida estd associada a mau progndstico
e aumento da mortalidade hospitalar (Delisle et al., 2008; Magill et al., 2006), e isto €&
elucidado pelo fato da patogénese da infec¢do causada por este agente infeccioso evoluir
progressivamente a partir da colonizacdo local, acarretando em ampla disseminacéo e,
consequentemente, invaséo (Vidigal; Svidzinski, 2009).

O grande problema no diagnostico de candidiases pulmonares é saber até quando
essa levedura se encontra como saprébia ou patégena e como pode tornar-se virulenta para
0 hospedeiro (Kuan-Yu Chen et al., 2001; Vidigal; Svidzinski, 2009). Deve-se considerar
que a diminuicdo da resisténcia, como nos casos de imunossupressdo, radioterapia e
quimioterapia, uso de drogas imunossupressoras, corticoides, antibidticos de largo
espectro, ventilacdo artificial, uso de cateteres venosos, intervencdes cirdrgicas,
internamentos de longa duracdo e desordens metabolicas, entre outros fatores, favorece
indiscutivelmente a acdo patogénica de especies de Candida (Vidigal; Svidzinski, 2009).

Além destes fatores, é preciso ainda considerar a capacidade de aderéncia e a

producédo de enzimas proteoliticas, como proteases e fosfolipases, que estdo diretamente
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envolvidas no processo de fixagdo e penetracdo desta levedura (Koga-Ito et al., 2006;
Oksuz et al., 2007; Kumar et al., 2009; Vidigal; Svidzinski, 2009).

De acordo com Ricard e Roux (2009), infecgcdo pulmonar por espécies de Candida
€ muito rara e a evidéncia da levedura em amostras respiratorias ndo deve ser tratada, a
menos que haja evidéncia histologica confirm ando a infeccdo. Como a avaliagdo
histoldgica do pulméo é raramente executada (quer seja durante a biopsia do pulméo ou em
necropsia), é possivel que a pneumonia por Candida continue a ndo ser reconhecida e,
portanto, sub-diagnosticada.

Kumar et al. (2009) relatam o isolamento de Candida de amostras clinicas de
pacientes com tuberculose pulmonar e as culturas mostraram atividade fosfolipasica e
proteasica significativa determinando a patogenicidade dos isolados de Candida e
correlacionando esta caracteristica ao estado imunoldgico do hospedeiro e condi¢des locais
dos sitios de infec¢éo.

Embora o isolamento de espécies de Candida a partir de amostras de trato
respiratorio seja comum, pneumonia priméria por Candida é uma ocorréncia extremamente
rara, e foi descrita apenas em pacientes com formas graves de imunossupressao (Falcone et
al., 2010).

Colonizacéo anterior do trato respiratorio por espécies de Candida é relatada como
o mais forte fator preditivo de candidiase invasiva subseqiiente, e por isso € aceita
como indicacéo para o tratamento precoce em doentes de risco (Troughton et al., 2010).

Além das espécies de Candida, outros géneros de leveduras como Geotrichum e
Trichosporon colonizam o trato respiratorio e, em condigdes favoraveis, sdo capazes de
atuar como agentes de micose invasiva (Lacroix; De Chauvin, 2005; Caston-Osorio et al.,
2008; Bonifaz et al., 2010). Geotrichum é um género que comporta espécies de leveduras
artrosporadas, ditinguidas por hifas septadas e artroconidios (Lacaz et al., 2002; De Hoog;
Smith, 2004; Bonifaz et al., 2010).

As espécies desta levedura sdo geralmente diferenciadas por padrGes de assimilagdo
de carboidratos e propriedades bioquimicas (Girmenia et al., 2005). Espécies de
Geotrichum apresentam distribuicdo cosmopolita, fazem parte da microbiota da pele,
cavidade oral e trato gastrointestinal e também sdo isoladas de frutas, vegetais, solo,
plantas e como contaminantes de culturas de laboratorio (Lacroix; De Chauvin, 2005;
Bonifaz et al., 2010).
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Estas leveduras podem atuar como agentes de micoses oportunistas, acometendo
desde a cavidade oral, pele e unhas até os bronquios, pulmdes e intestino. Dentre as
espécies envolvidas em processos sistémicos, G.candidum, G. capitatum e G. clavatum
foram relatadas como agentes de micoses pulmonares (Lacroix; De Chauvin, 2005;
Muzyka, 2005; Bonifaz et al., 2010).

Bonifaz et al. (2010), citam Geotrichum como leveduras isoladas em
aproximadamente 18 a 31% de amostras de esputo, fezes, urina e secre¢do vaginal de

pacientes imunossuprimidos.

2.3. FUNGOS DEMACEOS COMO AGENTES DE MICOSES PULMONARES

Os fungos demaceos sdo um grande e heterogéneo grupo de fungos assim
denominado por suas hifas apresentarem cor marrom ou negra. Esta cor caracteristica das
hifas esta relacionada a presenca de melanina na parede celular dos fungos, e acredita-se
que este pigmento pode desempenhar um papel importante na patogénese da infeccdo
(Revankar, 2006; Naggie; Perfect, 2009).

Este grupo de fungos é muito comum e amplamente distribuido em paises de clima
temperado e tropical, tendo como habitat natural o solo e o reino vegetal onde séo
encontrados em saprobiose. No entanto, estes substratos podem servir como fontes de
infeccdo para homens e animais a partir de processos traumaticos ou inalagéo. Os conidios
sdo comumente encontrados dispersos no ar e as gotas d’agua contribuem para o transporte
e disseminacéo (Lacaz et al., 2002).

Segundo Caligiorne (2007), as espécies de fungos negros, patégenos humanos,
anteriormente classificados como dematidceos, passaram a pertencer a familia
Herpotrichiellaceae; assim a familia Dematiaceae deixa de existir, permanecendo o termo
de forma ilustrativa.

Fungos deméaceos sdo responsaveis por uma grande variedade de sindromes
infecciosas, e nos Ultimos anos, tém sido cada vez mais reconhecidos como importantes
patdgenos. O espectro de doencas a que estdo associados também foi ampliado e inclui
infeccBes locais superficiais e profundas, doenca alérgica, pneumonia, abscesso cerebral e
infeccdo generalizada. Para algumas infec¢cBes em individuos imunossuprimidos, como
abscessos, sinusite fungica alérgica e cérebro, estes fungos estdo entre 0s mais comuns

agentes etioldgicos (Revankar et al., 2002; Revankar, 2006; Shigemura et al., 2009).
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Feohifomicose ¢ um termo abrangente que define as sindromes clinicas causadas
por fungos demaceos, sendo utilizado pela primeira vez por Ajello e colaboradores em
1974 (Revankar, 2006; Kumar; Hallikeri, 2008; Naggie; Perfect, 2009).

Embora infecgdo cerebral seja uma forma comum de feohifomicose sistémica,
outras formas profundas e localizadas da doenca, como artrites, e endocardites, foram
relatadas, porém feohifomicose cerebral é mais comumente constatada em individuos
imunocompetentes sem evidéncia de fatores de risco (Brandt, Warnock, 2003; Shigemura
et al., 2009).

Mais de 100 especies e 60 géneros de fungos demaceos tém sido reportados como
patdgenos humanos. Como o numero de pacientes imunossuprimidos por doencas e
tratamentos médicos, outras espécies estdo sendo relatadas como causas de micoses
humanas, ampliando uma longa lista de potenciais agentes patogénicos (Revankar, 2006).

Dentre os géneros envolvidos em infec¢cbes humanas estdo Wangiella, Phialophora,
Bipolaris, Alternaria, Exophiala, Curvularia Dactylaria e Cladophialophora (Procop;
Roberts, 2004; Costa; Alexander, 2005; Revankar, 2006; Lastoria et al., 2009; Li Yang
Hsu et al., 2010). Representantes do género Cladophialophora, particularmente C.
bantiana tém sido reportados como tendo predilecdo pelos tecidos cerebrais (Levin et al.,
2004), porém outras espécies aparecem relatadas em infec¢Bes subcuténeas e invasivas
(Shigemura et al., 2009).

Em 1984, Gonzalez e colaboradores descreveram um caso de micose subcutinea
em uma mulher de 26 anos, proveniente das llhas Gran Cayman, na América Central, com
lesdo em mama, presumidamente diagnosticada como carcinoma. O exame histologico do
fragmento de tecido evidenciou extensa inflamacdo granulomatosa, necrose, hifas
deméceas septadas, ramificadas no ducto intralobular, bem como nos tecidos adjacentes. A
paciente foi tratada, porém nédo apresentou resposta terapéutica, falecendo apds seis anos, e
a necropsia confirmou o primeiro relato de feohifomicose disseminada (Mitchell et al.,
1990).

Padhye e Ajello descreveram o agente etiologico como uma nova espécie de fungo
demaceo, Cladosporium devriesii, sinonimia de Cladophialophora devriesii, descrita em
1995.Howard et al. (2006) relatam um caso de feohifomicose subcutanea em homem
diabético, 83 anos, recebendo corticosterdides, que apresentou uma lesdo no antebraco. No
exame histopatologico, foi confirmada feohifomicose associada a inflamacéo

granulomatosa. O fungo isolado foi identificado como C. devriesii. Os autores consideram
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este 0 segundo relato, sendo o primeiro em residente do Reino Unido. Revankar et al.
(2002) afirmam que o numero de relatos de casos de feohifomicose tém aumentado
nadltima década e que as taxas de mortalidade sdo altas, independente do estado
imunoldgico do paciente.

Os fungos demaceos sdo considerados como dotados de mecanismos patogénicos
unicos, devido a presenca de melanina na parede celular, bem como a producéo de enzimas
(Costa; Alexander, 2005; Revankar, 2006; Li Yang Hsu et al., 2010).

2.4. CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DE INFECCOES FUNGICAS INVASIVAS

Um consenso da organizacdo européia para pesquisa e tratamento de cancer
(EORTC/MSG) revisou as defini¢bes de infec¢do fungica invasiva, atribuindo trés niveis
de probabilidade para o diagndstico de infeccdo invasiva por fungos que acometem
pacientes imunossuprimidos: comprovada, provavel e possivel infeccdo fangica invasiva.
Os critérios diagnosticos de doenca fungica invasiva requerem o somatério de dados
clinicos, aspectos radioldgicos, exame micoldgico direto, cultura de amostras clinicas,
provas sorologicas e os achados histopatoldgicos. Estes dados auxiliam na definicdo de
micose invasiva como: comprovada, quando existe a demonstracdo de estruturas fangicas
nos tecidos; possivel, quando o somatdrio de fatores do paciente, historia clinica, imagem e
exames micoldgicos corroboram o diagndstico; e provavel, quando fatores do paciente,
historia clinica e imagem indicam micose, mas ndo ha observacdo de estruturas fungicas
tipicas ao exame direto e isolamento do agente etioldgico. Estes fatores vao definir as
estratégias de manejo clinico e terapia antifungica adequada (De Pauw et al., 2008).

De acordo com De Pauw et al. (2008), considerando a discussdo apresentada para
definicdo do diagnostico de infeccdo fldngica invasiva comprovada por espécies de
Aspergillus, Candida, Fusarium, Scedosporium apiospermum e outros fungos, se faz
necessario que o procedimento laboratorial micoldgico seja realizado a partir de amostras
clinicas estéreis ou fragmentos de tecidos. Vale salientar que esses critérios ndo sdo
adotados para micoses causadas por fungos dimorficos endémicos como Paracoccidioides
brasiliensis, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis e Blastomyces dermatitidis.

Wheat (2009), afirma que espécies de Aspergillus estdo amplamente distribuidas na
natureza e seus esporos sdo abundantemente dispersos pelas correntes aéreas. Por serem

encontrados como possiveis contaminantes de culturas de laboratorio e especialmente
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quando o material analisado nao for proveniente de sitio estéril, se faz necessaria a
repeticdo das coletas, com um minimo de trés, e 0 semeio em meio de cultura em duplicata
incubado em temperatura de 28°C e a 37°C. Assim, quando ocorrer o0 isolamento da mesma
espécie fangica pode-se afirmar que a referida cultura é o agente etioldgico e ndo um
contaminante.

Para o diagnodstico micoldgico de levedurose pulmonar faz-se necessario a
demonstracdo de estruturas fungicas em parasitismo em espécimes clinicos estéreis ou
fragmento de tecido pulmonar, com obtencdo de cultura compativel para este grupo de
fungos, devido ao fato de que leveduras podem colonizar o trato respiratério superior.
Quando o material clinico a ser manipulado para diagnéstico ndao é um dos referidos, o
achado deve ser tratado como possivel infecgdo fungica invasiva (De Pauw et al., 2008;
Campos; Otero, 2010) ou colonizacdo fungica (Vidigal; Svidzinski, 2009).

O diagnostico de feohifomicose pode ser dificil, visto que os fungos deméaceos sao
encontrados no solo e podem ser considerados contaminantes de culturas, como qualquer
fungo patdgeno oportunista. Assim, sdo empregados os critérios diagndsticos para fungos
oportunistas. As estruturas visualizadas em parasitismo sdo filamentos micelianos

demaceos, espessos e tortuosos (Revankar et al., 2002).

2.5. DETERMINACAO DE PATOGENICIDADE

Fatores de viruléncia sdo 0s mecanismos que permitem a invasdo dos fungos na
célula hospedeira com posterior dano superficial ou profundo. A habilidade de um fungo
crescer a 37°C e nas variagdes do pH fisioldgico sdo fatores de viruléncia para fungos que
invadem tecidos profundos, e a transicdo para a forma parasitaria é essencial para a
patogenicidade dos fungos dimérficos. Além disso, tamanho compativel com o alvéolo é
outro fator para fungos adquiridos por inalagdo de esporos transportados pela corrente
aérea. Dentre outros fatores, a producdo de toxinas e de enzimas extracelulares constitui
importante fator de viruléncia (Hogan et al., 1996).

Existem diferentes enzimas e cada uma possui a capacidade de catalisar um
diferente tipo de reacdo quimica. As enzimas sdo as proteinas com maior variedade e
especificidade de atividade catalitica. (Lehninger et al., 2002). A secrecdo de enzimas
extracelulares pode ser um importante mecanismo adaptativo durante o ciclo de vida dos
fungos (Serda; Yucel, 2002; Trabulsi et al., 2002; Kumar et al., 2009).
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Estudos de atividades enzimaticas em fungos visam estabelecer o papel das
enzimas na patogenicidade de fungos, bem como a capacidade de induzir reacdes
inflamatdrias nos hospedeiros. Estas enzimas podem agir facilitando a invasao dos tecidos,
como também participando da infeccdo, eliminando alguns mecanismos de defesa
imunologica ou contribuindo na obtencdo de nutrientes, causando lesdes no hospedeiro
humano (Souza et al., 2008).

Estudos vém demonstrando que a patogenicidade dos fungos pode estar diretamente
relacionada as enzimas que os mesmos produzem. Estas enzimas hidroliticas acabam
causando danos ao hospedeiro devido a participacdo ativa na invasdo celular (Serda;
Yucel, 2002; Trabulsi et al., 2002; Kumar et al., 2009).

Estudos de microscopia eletronica revelam que enzimas estdo diretamente
relacionadas ao processo de crescimento, tanto na filamentacdo quanto na penetracéo
através da membrana celular do hospedeiro (Mayser et al., 1996; Serda; Yucel, 2002).

Alguns autores afirmam que enzimas como proteases, fosfolipases e elastases séo
consideradas importantes fatores de viruléncia (Trabulsi et al., 2002; Menezes et al., 2005;
Kumar et al., 2009; Macédo et al., 2009).

Proteases e fosfolipases desempenham um papel significativo no dano as
membranas celulares, as quais sdo compostas de lipidios e proteinas; e elastases atuam
degradando fibras de coladgeno e elastina. Devido a incidéncia crescente de infecgdes
invasivas por fungos, hd um grande interesse em fatores de viruléncia, como a secrec¢ao de
tais enzimas, a fim de estabelecer estratégias para controle e prevencdo de micoses e
também como um possivel objetivo de intervencfes terapéuticas modernas (Serda; Yucel,
2002; Al-Alawi et al., 2005; Okumura et al.,2004; Kumar et al., 2009).

2.5.1. Proteases

As enzimas proteoliticas pertencem ao grupo das hidrolases, as quais tém em
comum o envolvimento da &4gua na formacao do produto. As proteases incluem todas as
enzimas que catalisam a reacdo hidrolitica das ligacGes peptidicas das proteinas, digerindo-
as em peptideos ou aminoacidos livres (Monoda et al., 2002), ocorrendo a transferéncia de
componentes do substrato para a agua (Romero et al., 2001).

As proteases sdao normalmente detectadas qualitativamente, utilizando-se como

substratos meios contendo hemoglobina, caseina, gelatina e outras fontes protéicas. A
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caseina, quando hidrolisada por uma enzima extracelular, é transformada em produtos
sollveis pelo processo de peptonizacdo. A presenca dessa enzima € evidenciada facilmente
pela inoculacdo do micro-organismo na superficie do agar-leite, visualizando, ao redor das
col6nias zonas hialinas, em contraste com o restante do meio que continua turvo (Neder,
1992).

Podem ser utilizados varios substratos para detec¢do de protease e a interpretacdo
dos testes depende do método empregado. Segundo Aunstrup (1974), o halo que compde a
zona de hidrélise, observada em torno das col6nias em contato com o substrato protéico,
indica atividade proteolitica.

De acordo com Lacaz et al. (2002), se o substato utilizado for leite, para
confirmacdo se o halo origina-se realmente de acdo protedsica adiciona-se solucdo
acidificada de cloreto de mercurio a cultura, caso o halo seja originado pela acdo de
produtos metabolicos acidos ou alcalinos contidos no leite, 0 mesmo desaparecera.

Proteases secretadas pelos fungos podem causar morte no tecido hospedeiro, assim
como iniciar infecgdes no organismo pela aderéncia no tecido epitelial respiratorio ou nas

células gliais do cérebro em cobaias (Lacaz et al., 2002).

2.5.2. Fosfolipases

Fosfolipases sdo enzimas hidroliticas de carater patogénico, por possuirem a
propriedade de atingir especificamente os fosfolipidios das membranas celulares dos
hospedeiros, causando lesdes teciduais que podem variar de leves a severas, dependendo
do micro-organismo e do tecido invadido (Price et al., 1977; Hanel et al., 1995; Ibrahim et
al., 1995; Mayser et al., 1996; Serda; Yucel, 2002; Kumar et al., 2009).

A existéncia de fosfolipase em fungos patogénicos foi relatada desde 1981 (Hanel
et al., 1995). O termo fosfolipase refere-se a um grupo heterogéneo de enzimas que
compartilham a habilidade de hidrolisar uma ou mais ligacdes ésteres de glicofosfolipidios
(Ghannoum, 2000). O metodo de Plate (Price et al.,, 1977), permite a determinacao
semiquantitativa da atividade desta enzima em grande numero de diferentes amostras de
fungos em meio contendo lecitina e célcio.

Mayser et al. (1996) concluiram que fosfolipases sdo capazes de invadir e danificar
a membrana do hospedeiro, bem como de manter uma relagdo com alta taxa de

mortalidade em experimentos animais apresentando determinantes de patogenicidade.
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Kumar et al. (2006), testaram isolados clinicos de Candida quanto a producéo de
fosfolipase e protease, verificando que todos os 14 isolados de C. albicans provenientes de
cavidade oral produziram estas enzimas. Entre os 21 isolados de C. albicans do trato
respiratorio testados, 100% demonstraram atividade fosfolipasica e 83,3% atividade
protedsica, enquanto que isolados de C. tropicalis apresentaram apenas 14,3% de atividade
fosfolipasica, embora tenham apresentado 71,4% de atividade proteasica.

Kumar et al. (2009) isolaram espécies de Candida a partir de amostras de cavidade
oral e detectaram fosfolipase, protease e atividade hemolitica em C. albicans, C. tropicalis,
C. glabrata e C. krusei de 37 pacientes portadores de tuberculose pulmonar e 25 saudaveis.
Os isolados de pacientes com tuberculose pulmonar demonstraram alta atividade
enzimatica de fosfolipase, com destaque para C. glabrata. Estes achados indicam que a
infeccdo da cavidade oral por espécies de Candida favorece o estabelecimento de infeccfes
oportunistas e contribui para a progressao da tuberculose pulmonar.

Birch et al. (2004) ap6s desenvolverem um estudo comparativo entre isolados
clinicos e ambientais de A. fumigatus, sugerem que a fosfolipase desempenha funcdo mais
importante na patogenicidade quando comparada a protease. Shen et al. (2004), afirmam
que a atividade fosfolipasica em A. fumigatus € um fator de viruléncia, podendo causar
danos ao hospedeiro. Para Mellon (2007), a capacidade de expressar atividade
elastinolitica em A. flavus estd fortemente associada ao estabelecimento da aspergilose
invasiva no homem.

Souza et al. (2008), com o objetivo de caracterizar o perfil enzimatico testaram a
atividade de DNase, urease, lipase, fosfolipase e gelatinase de seis isolados de Fonsecaea
pedrosoi e um isolado de cada espécie de F. compacta, Phialophora verrucosa,
Cladosporium carrionii, Cladophialophora bantiana e Exophiala jeanselmei, todos
agentes de cromoblastomicose. Em todas as espécies foram detectadas lipase, urease e

gelatinase, e apenas uma amostra de F. pedrosoi ndo produziu fosfolipase.
2.5.3 Elastases
A elastina é uma proteina estrutural insolivel em agua que proporciona elasticidade

aos tecidos e 6rgdos. Apesar de sua natureza hidrofébica e altamente reticulada, tornando-

se um polimero muito resistente, a degradacdo da elastina por enzimas em varias condi¢fes
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patoldgicas, tais como enfisema pulmonar e infec¢fes, tem sido documentada (Barroso et
al., 2006).

Estudos afirmam que a secrecdo de elastases em culturas de Aspergillus é
considerada um fator de viruléncia, visto que a inibicdo da secrecdo de elastase diminui
consideravelmente o dano tecidual ao hospedeiro (Al-Alawi et al., 2005; Okumura et al.,
2004).

A presenca de atividade de elastase é considerada particularmente relevante, pois a
elastina constitui uma proporcéo significativa das proteinas totais do pulméo (Blanco et al.,
2002).

Kothary et al. (1984), testaram 75 isolados de A. fumigatus para producdo de
elastase em meio liquido e sélido. Dos 71 isolados que mostraram halo de degradacéo da
elastina em meio solido, 33 produziram elastase em meio liquido. Foram selecionados seis
isolados produtores e quatro ndo produtores de elastase para ensaios in vivo com relacdo a
capacidades em causar aspergilose invasiva em ratos imunossuprimidos. Todos 0s 36 ratos
infectados com conidios dos isolados produtores de elastase morreram dentro de 48 a 96
horas e 0 exame do tecido pulmonar destes ratos mostrou hifas e necrose dos alvéolos, ao
contrario, os fragmentos de tecido pulmonar dos ratos expostos a esporos de isolados ndo
produtores de elastase mostraram poucos esporos germinados e nenhuma destruicdo dos
alvéolos. Os autores concluiram que a producdo de elastase pode ser significante no
processo de invasao.

Blanco et al. (2002) analisaram atividade elastinolitica em meio sélido, em 198
cepas de A. fumigatus isoladas de amostras clinicas e ambientais. Os quadros clinicos
diagnosticados foram aspergilose invasiva em 32 pacientes transplantados, aspergiloma
pulmonar em seis, e colonizagdo em 18 diferentes pacientes. As demais 142 amostras
foram ambientais. 54 dos 198 isolados ndo cresceram em meio de elastina e,
conseqlientemente, ndo apresentaram elastase; estes isolados ndo correspondiam a
pacientes com aspergilose invasiva. 44 isolados ambientais, 31 isolados provenientes de
aspergilose invasiva e quatro isolados de colonizagdo mostraram atividade elastinolitica
maior que 1cm.

Em estudo, Alp e Arikan (2008) testaram isolados clinicos de Aspergillus agentes
de doencas invasivas e ndo invasivas, referindo que dos 45 isolados de A. fumigatus
testados, 43 (95,6%), apresentaram atividade elastinolitica, e de 23 isolados de A. flavus,

19 (82,6%) apresentaram atividade elastinolitica. Todos os isolados de A. fumigatus foram
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capazes de produzir fosfolipase e 20 isolados mostraram atividade protedsica em BSA.
Nenhum isolado de A. flavus apresentou atividade fosfolipasica ou proteésica, também néo
foi constatada correlagdo entre a existéncia de elastase ou protease e o desenvolvimento de
doenga invasiva. Apesar de que nem todos os isolados de A. fumigatus provenientes de
doenca invasiva apresentarem forte atividade fosfolipasica, os resultados obtidos sugerem
que ha uma correlacéo significativa entre a atividade fosfolipasica e o desenvolvimento de

doenga invasiva e reforcam ainda mais o impacto multifatorial da viruléncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de coleta

As amostras clinicas foram obtidas de acordo com a solicitacdo médica de pacientes
internos no Setor de Pneumologia do Hospital Geral Otéavio de Freitas, Recife,
Pernambuco, no periodo de setembro de 2009 a agosto de 2010. A coleta das amostras e 0
acesso aos prontuarios dos pacientes para obtencdo de dados clinicos, radioldgicos e
epidemioldgicos como sexo, idade, ocupagdo, co-morbidades e outros ocorreram a partir
da aprovacao do projeto pelo comité de ética do referido hospital, sob identificacdo CAAE
- 0010.0.344.000-09.

3.2. Obtencédo das amostras clinicas

O procedimento para obtencdo das amostras foi realizado de acordo com o
espécime clinico, em triplicata, para espécimes como escarro e uma Unica coleta para
especimes como lavado bronco-alveolar (LBA) e amostras de secrecdo da cavidade oral.

As amostras de escarro, em triplicata, foram colhidas em jejum apos higienizacéo
da cavidade oral. LBA e fragmentos de tecido foram obtidos por profissionais habilitados
do referido hospital. As secrecdes da cavidade oral foram coletadas com auxilio de swab e
acondicionadas em frasco contendo agua destilada adicionada de 50 mg/L cloranfenicol.
Posteriormente, os espécimes foram tansportadas para o Laboratério de Micologia Médica
da Universidade Federal de Pernambuco, para realizacdo do diagnostico laboratorial

micoldgico e o tempo entre coleta e manipulacdo ndo ultrapassou duas horas.

3.3. Manipulacéo das amostras clinicas

As amostras clinicas foram manipuladas para preparagdo das laminas para
realizacdo do exame direto, realizado a fresco (sem adicdo de clarificante ou corante) e,
quando necessério, clarificado com solugdo aquosa a 20% de hidréxido de potassio de
acordo com o tipo de amostra. Paralelamente, as amostras foram semeadas, em duplicata,

na superficie do meio agar Sabouraud adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol, contidos
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em placas de Petri e mantidas a temperatura de 30° C e 37° C por até 30 dias. Apos 0
crescimento as col6nias foram purificadas.

Para fungos filamentosos, foi retirado um fragmento da col6nia, que entdo foi
semeado por meio de estrias na superficie do &gar Sabouraud acrescido de 50mg/L de
cloranfenicol. Posteriormente, uma unidade formadora de colonia (UFC) foi semeada em
meio especifico contido em tubo de ensaio. Para leveduras, foi realizada suspensdo em
agua destilada esterilizada adicionada de 50mg/ L de cloranfenicol, retirada 0,2 mL e
semeada por estrias na superficie do meio agar Sabouraud contidos em placa de Petri. As
colbnias fungicas obtidas foram repicadas em tubos de ensaio contendo meio agar
Sabouraud.

Apo6s a obtencdo de cultura pura, estas foram identificadas de acordo com as

caracteristicas macroscopicas, microscopicas e, quando necessario, fisioldgicas.

3.4. Identificacdo dos fungos isolados

3.4.1. Caracteristicas macroscopicas

Fragmentos da cultura foram transferidos para o centro de meios especificos: agar
Sabouraud, &gar Czapek, &gar extrato de malte ou batata dextrose &gar (BDA) (Lacaz et
al., 2002) contidos em placas de Petri de acordo com o fungo em estudo. As placas foram
mantidas a 30°C e a 37°C por até 15 dias e apds este periodo, foram realizadas as diferentes
andlises fenotipicas como diametro, bordas, textura e coloracdo do verso e reverso das
colonias, produgéo de pigmentos e tempo de crescimento (Rapper; Fennel, 1977; Barnett et
al., 2000; De Hoog et al., 2000; Klich, 2002).

3.4.2. Caracteristicas microscépicas

A verificacdo das microestruturas somaticas e reprodutivas foi realizada pela
técnica de Dalmau (1929), através de microcultivos (cultivo sob laminula), onde
fragmentos das coldnias foram semeados em dois pontos equidistantes da placa contendo o
meio de cultura especifico para cada grupo de fungos, e sobre estes colocadas laminulas
previamente esterilizadas. A preparacdo permaneceu a temperatura de 37°C por

aproximadamente sete a 15 dias conforme espécie em estudo. As laminulas do cultivo
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foram ent&o retiradas e invertidas sobre uma lamina de vidro, contendo 40 pL de Azul de

Amann (Carranza, 1949), para posterior observacdo microscopica.
3.4.3. Caracteristicas fisioldgicas

As analises fisioldgicas e bioquimicas constaram de testes quanto a fermentacdo pela
utilizacdo de compostos de carbono, assimilagdo pela utilizagdo de compostos de carbono e
nitrogénio (Barnett et al., 2000; De Hoog et al., 2000), producéo de urease (Lacaz et al.,
2002) e producdo de acido acético (Barnett et al., 2000; Lacaz et al., 2002).

3.5. Caracterizagdo quanto a patogenicidade
3.5.1. Preparacdo do inéculo

Os isolados foram repicados em meio especifico (agar extrato de malte, BDA e agar
Sabouraud acrescido de extrato de levedura) para crescimento durante cinco dias a 37°C.
Apbds o crescimento, foram preparadas suspensdes de esporos em &gar-agua nha
concentracdo de 2%, acrescido de Tween 80 (0,2%), contendo 10’ esporos por mL™.
Foram retiradas aliquotas de 2uL e inoculadas no centro de meio teste especifico, em
triplicata (Kothary et al., 1984).

3.5.2. Deteccéo de atividade proteasica dos agentes etioldgicos

A atividade proteasica foi detectada de acordo com Aoki et al. (1990) utilizando-se
soro de albumina bovina, e Lacaz et al. (2002), utilizando-se caseina do leite e gelatina
como substratos, contidos em placas de Petri mantidas a temperatura de 37°C. A atividade
enzimatica foi verificada atravées de calculo da medicéo do halo.

Apds o tempo de crescimento adequado da cultura em meio contendo o substrato
especifico, contido em placa de Petri, foi observado se havia formacdo de halo em torno da
col6nia; no caso do substrato caseina do leite, para diferenciar a protedlise verdadeira da
produgdo de metabdlitos &cidos e alcalinos contidos no leite, adicionou-se solugdo
acidificada de cloreto de mercurio. A Zona de atividade (ZA) foi calculada de acordo com

a metodologia proposta por Serda e Yucel (2002), através da formula a seguir:
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_ @ da colonia
@ da col6nia + Zona de Precipitacdo

ZA

Onde:
ZA = Zona de Atividade
@ da coldnia = Diametro da Colbnia

Zona de precipitacdo = Halo Formado

Interpretacéo:

e ZAentre 0,9 —1,0cm =+ (muito fraca)
e ZAentre 0,89 —0,80cm = ++ (fraca)

e ZAentre 0,79 — 0,70cm = +++ (forte)

e ZA<0,69cm = ++++ (muito forte)

Para 0 meio de gelatina em tubo de ensaio observou-se a liquefacdo ou ndo da
gelatina. Apos 7 a 15 dias de crescimento, cultura teste e controle negativo (tubo sem
indculo da cultura) foram colocados na geladeira; sendo o teste interpretado como meio
permanecendo liquefeito indicou atividade enzimatica e meio ndo liquefeito indica ndo

atividade enzimatica.

3.5.3. Deteccéo de atividade fosfolipésica dos agentes etioldgicos

Para verificacdo de atividade fosfolipasica, foram adotados os métodos de Price e
Cawson (1977) utilizando meio agar Sabouraud e sais adicionado de lecitina de soja como
substrato e Price et al. (1982) modificado, substituindo-se o “egg yolk” da Difco
Laboratories por gema de ovo natural como substrato, mantidas a temperatura de 37°C,
contidos em placas de Petri. A observacdo foi realizada no 15° dia, com a medi¢do de um
halo opaco formado ao redor da col6nia. O calculo da zona de atividade e sua interpretacao

foram realizados como descrito anteriormente.

3.5.4. Deteccdo de atividade elastinolitica dos agentes etioldgicos

Para deteccdo da atividade elastinolitica, foi adotado o método de Kothary (1984),

utilizando agar acrescido de elastina a 2% como substrato, contido em placas de Petri
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mantidas a temperatura de 37°C por 15 dias, quando foi feita a observacéo da presenca de
halo claro ao redor da coldnia. O célculo da zona de atividade e sua interpretacdo foram

realizados como descrito anteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Diagnéstico laboratorial micoldgico e dados epidemioldgicos

No periodo de setembro de 2009 a agosto de 2010 foram realizadas coletas em 137
pacientes, sendo 110 (80,29%) do sexo masculino e 27 (19,71%) do sexo feminino,
internos do Setor de Pneumologia do Hospital Geral Otavio de Freitas, Recife-PE. Destes
pacientes foram obtidas 327 amostras de escarro (92,2%), 20 de LBA (5,6%), quatro
amostras de secrecdo da cavidade oral (1,1%), e quatro de fragmentos de tecido pulmonar
(1,1%), totalizando 355 amostras.

Dos 137 pacientes, em 10 (7,29%) foi diagnosticada através de exame direto e/ou
cultura aspergilose pulmonar, em quatro (2,9%) ocorreu colonizacgao por leveduras, em trés
(2,1%) colonizacdo pulmonar por leveduras associada a candidiase oral, um (0,7%)
feohifomicose pulmonar e em outro (0,7%), candidiase oral (Tabela 1, Figural).

Dos 19 pacientes com micose ou colonizacdo flngica, 14 (74%) foram do sexo
masculino e cinco (26%) do feminino (Figura 2). A predominéncia de envolvimento
pulmonar no sexo masculino constatada neste trabalho esta corroborada por Tomee e Van
Der Werf (2001), Gomes e Faresin (2007) e Hae-Seong Nam et al. (2010).

A principal faixa etaria predominante dos pacientes com micose ou colonizagéo
fangica foi de 61 a 70 anos, sendo 0 mais jovem com 29 e o mais idoso com 74 anos
(Figura 3), sendo constatado que micose ou colonizacdo pode acometer individuo em
qualquer idade, o que estd de acordo com os dados obtidos em literatura, onde jovens e
idosos sdo acometidos a depender do grau de imunossupressdo e quantidade de indculo
(Tomee; Van Der Werf, 2001; Hae-Seong Nam et al., 2010). Dentre as co-morbidades, a
sequela de tuberculose pulmonar aparece como principal fator associado ao
desenvolvimento de pneumopatias flngicas, representando 57,8%, em especial, aspergilose
pulmonar, o que corrobora com dados obtidos em outras pesquisas (Khan et al., 2003;
Kuan-Yu Chen et al., 2001, Hae-Seong Nam et al., 2010). DPOC e tuberculose multidroga
resistente (MDR) também aparecem associadas a pneumopatias fungicas (Figura 4).

Os pacientes que apresentaram diagnostico de micose ou colonizacdo flngica
mencionaram ocupacdes diversas, ndo sendo possivel estabelecer nenhuma correlacdo
entre o diagnostico e a ocupacdo exercida. A correlacdo entre os dados epidemiologicos,

clinicos e diagndsticos dos pacientes esta disposta na Tabela 1.
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Tabela 1. Correlagdo de dados clinicos e isolamento de agentes fungicos de amostras de escarro, secrecdo de cavidade oral, lavado

broncoalveolar e fragmentos de tecido pulmonar de pacientes internos do Setor de Pneumologia do Hospital Geral Otavio de Freitas.

Paciente Sexo Idade Ocupacéo ra'(;f)r;gg?(fos Sintomas Co-morbidades Amostras clinicas Isolados Diagndstico
Dispnéia, tosse Aspergillus
. . pneta, tosse, Diabetes/DPOC/ fumigatus Provével
1 M 67 Aposentado Bronquiectasias expectoragao, . Escarro . .
disonéi Tabagismo associado a A. aspergilose
ispnéia
flavus
Dor a inspiracéo,
dispnéia, febre, Sequela de tuberculose Provavel
2 M 27  Desempregado Bronquiectasias perda de peso, g Escarro A. fumigatus .
: pulmonar aspergilose
tosse produtiva,
hemoptise
3 M 74 Aposentado Cavu_iades,_ DISpI’IEI_a e Sequiela de tuberculose LBA A. fumigatus Prova_vel
bronquiectasias hemoptise pulmonar aspergilose
Tosse produtiva,
4 F 56 Aposentada Bronquiectasias expectora_u;ao, Sequela de tuberculose Escarro A. fumigatus Prova_vel
hemoptise, pulmonar aspergilose
dispnéia e febre
Leséo cavitéria Febre, tosse A) LBA
5 M 29 Agricultor preenchida por prodqtlva, Sequela de tuberculose B) Fragmento A) € B) A. Aspergilose
hemoptise, dor de tecido fumigatus comprovada
massa . U pulmonar
toracica, dispnéia vegetante
Tosse, dispnéia,
6 M 33 Carvoeiro Flb_rose, _ febre, ) Seqiela de tuberculose Escarro A. fumigatus Prova_vel
bronquiectasias expectoragdo, pulmonar/ DPOC aspergilose

perda de peso

Legendas: Tuberculose MDR: Tuberculose multidroga resistente
LBA: Lavado bronco-alveolar
DPOC: Doenca pulmonar obstrutiva crénica
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Paciente Sexo Idade Ocupacéo raﬁ}%ng?SOS Sintomas Co-morbidades Amostras clinicas Isolados Diagnostico
7 M 33  Desempregado Inflltrad_o Tosse, dlspne|a,~ - Escarro A. fumigatus Prova_vel
pulmonar difuso  febre, expectoracéo aspergilose
x P S Sequiela de tuberculose A) LBA
Lesdo cavitaria Tosse, dispnéia, pulmonar B) Escovado Provavel
8 M 32  Desempregado  preenchidapor  febre, expectoragao, Seqiela de tuberculose bronco-alveolar C) A. fumigatus aspergilose
massa hemoptise C) Escova
pulmonar PO
endobrbénquico
Expectoracio Diabetes, alcoolismo,
9 M 44 Autébnomo Bronquiectasias hemoptise, febre e seqluela de tuk])certl:_u!ose Escarro NHD Prova_\I/eI
dor torécica pulmonar, nefrolitiase aspergilose
bilateral
A) Escarro
10 M 45 Biscateiro Bronquiectasias Tosse produtiva, Seqiela de tuberculose B) LBA A), B) e C) NHD Aspergilose
expectoracdo pulmonar C) Fragmento de ’ comprovada
lobo pulmonar
Infiltrado TOSS? pro/d_utiva, . Colonizacéo
11 M 63  Desempregado ulmonar. fibrose dispnéia, DPOC Escarro C. albicans or Candida
P ' expectoracdo P
Dispnéia, tosse , o
12 F 56 Cozinheira Bronquiectasia produtiva, DPOC/ Sequela de Escarro C. albicans Colonlza(_;ao
expectoracio tuberculose pulmonar por Candida
Fibrose pulmonar
extensa com
13 F 65 Do lar compromet!mento Dispnéia, . Escarro C. tropicalis Coloniza(_;éo
do parénquima de expectoracdo Fibrose pulmonar ' por Candida

forma difusa
bilateral

Legendas: Tuberculose MDR: Tuberculose multidroga resistente
LBA: Lavado bronco-alveolar
DPOC: Doenca pulmonar obstrutiva crénica

NHD: Nao houve desenvolvimento

-: Sem co-morbidade relatada.
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Continuacdo da Tabela 1.

37

Paciente Sexo Idade Ocupacéo raﬁ}%ng?SOS Sintomas Co-morbidades Amostras clinicas Isolados Diagnostico
Colonizagéo
14 M 40 Pedreiro Infiltrado Tosse, expectoracdo  Alcoolismo/tabagismo Escarro Geotrichum por
pulmonar clavatum Geotrichum
Associacao
Infiltrado Dispnéia, tosse Sequiela de tuberculose A) Escarro A) e B) Candida entre
15 F 55 Do lar pulmonar difuso produtiva, pulmonar/Tuberculose B) Secrecdo de . colonizacdo e
: X o . albicans ..
bilateral hemoptise pulmonar recidivada cavidade oral candidiase
oral
Associacao
Funcionario Infiltrado Tosse, febre, Neoplasia de A) Escarro A) C. albicans e entre
16 M 67 o dispnéia, préstata com B) Secre¢do de - colonizacdo e
publico pulmonar x . . B) C. tropicalis ..
expectoragéo metastase pulmonar cavidade oral candidiase
oral
Associacdo
Tosse, febre, A) Escarro A)eB)C. entre
17 F 43  Desempregada  Bronquiectasias dlspnela,~ Tuberculose MDR B) Sgcregao de albicans colonl_zaf;ao e
expectoracdo cavidade oral candidiase
oral
A) Escarro
18 M 58 Pedreiro Inflltrad_o Tosse produtjva, B) LB,NA AeB) NHD Candidiase
pulmonar, fibrose expectoracdo DPOC C) Secrecéo de C) C. albicans oral
cavidade oral
Extensa L
destruicdo do Dlspnelg € Sequela de tuberculose Cladophialophora Provavel
19 M 64 Aposentado A Hemoptise Escarro oo o
paréngquima freqii pulmonar devriesii feohifomicose
reqliente
pulmonar

Legendas: Tuberculose MDR: Tuberculose multidroga resistente
LBA: Lavado bronco-alveolar
DPOC: Doenca pulmonar obstrutiva cronica
NHD: Ndo houve desenvolvimento
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M Aspergilose pulmonar

B Colonizagdo por leveduras

5% 5%

Colonizagdo por leveduras
associada a candidiase oral
53%

B Feohifomicose pulmonar

¥ Candidiase oral

Figura 1. Percentual de aspergilose pulmonar, colonizacao por
leveduras, associacéo entre colonizacdo pulmonar por leveduras
e candidiase oral, feohifomicose e candidiase oral em pacientes
internos no Setor de Pneumologia do Hospital Geral Otavio de

Freitas.

B Homens

B Mulheres

Figura 2. Distribuicdo de acordo com o0 sexo de pacientes
diagnosticados com aspergilose pulmonar, colonizacdo por
leveduras, associacdo entre colonizacdo por leveduras e
candidiase oral, feohifomicose e candidiase oral internos no

Setor de Pneumologia do Hospital Geral Otavio de Freitas.
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45
61-70 anos
4
3,5
0 18-30 anos
° @ 31-40 anos
25 o41-
18-30 anos 41-50 anos| 50 anos
2 051-60 anos
1,5 B 61-70 anos
B1-40 anos O Acima de 70 anos
1
0’5 L
0
Faixa Etaria

Figura 3. Faixa etaria de pacientes diagnosticados com aspergilose pulmonar,
colonizagdo por leveduras, associacdo entre colonizacdo por leveduras e
candidiase oral, feohifomicose e candidiase oral internos no Setor de

Pneumologia do Hospital Geral Otavio de Freitas.

O Sequela de TP

B DPOC

0O Tabagismo

O Diabetes

B Alcoolismo

@ Tuberculose MDR
B Tuberculose

O Nefrolitiase

B Fibrose Pulmonar

@ Derrame pleural

O Neoplasias

Figura 4. Co-morbidades constatadas em pacientes diagnosticados com
aspergilose pulmonar, colonizacdo por leveduras, associacdo entre
colonizacao por leveduras e candidiase oral, feohifomicose e candidiase oral

internos no Setor de Pneumologia do Hospital Geral Otavio de Freitas.
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4.2. Aspergilose pulmonar

O diagndstico micologico de aspergilose foi baseado na observacdo de filamentos
micelianos hialinos, septados com e sem dicotomia, grdo eumicdtico e cabeca aspergilar
(Figura 5A, B, C e D), em espécimes clinicos de escarro, lavado bronco-alveolar e
fragmentos de tecido pulmonar, bem como obtencdo do agente etioldgico em cultura,
sendo identificado em oito casos A. fumigatus apresentando col6nias cotonosas com pontos
granulares, cinza-esverdeada e reverso incolor (Figura 6A) e microscopicamente cabecas
conidiais pequenas e colunares, vesiculas, conidioforos de parede lisa e conidios globosos
(Figura 6B), sendo um episodio associado a A. flavus com coldnias granulares, verdes, de
reverso incolor (Figura 6C) e na microscopia cabecas conidiais frouxamente radiadas,
vesicula subglobosa, fialides bisseriadas, conididéforo de parede rugosa, conidios lisos e
globosos (Figura 6D).

Nos 10 casos de aspergilose, foram observadas estruturas fungicas em parasitismo,
ndo sendo obtida a cultura em apenas dois casos. As estruturas flngicas observadas em
parasitismo sdo compativeis as descritas para aspergilose de acordo com Lacaz et al.
(2002) e Sales (2009). A ndo obtencdo do agente etioldgico esta provavelmente
relacionada principalmente a tratamento prévio com antifungicos, mesmo no caso da
obtencdo de fragmentos de tecido, pois ainda que existam estruturas fangicas, estas se
tornam invidveis em meio de cultura, 0 que ndo representa necessariamente a cura do
paciente (Lacaz et al., 2002).

A predominancia de A. fumigatus como agente etioldgico de aspergilose verificada
neste estudo estd de acordo com Latgé, (2003), Stanzani (2005), Al-Alawi et al. (2005),
Hohl e Feldmesser (2007), Dagenais e Keller (2009) e Abad et al. (2010).

Neste trabalho foi constatado um caso de associacdo entre A. fumigatus e A. flavus.
Este achado é raramente relatado e geralmente associado ao grau de imunossupressao
(Binder e Ruchel, 2000). Segundo Wong et al. (2001) e Xavier et al. (2008), o isolamento
de duas espécies de fungos filamentosos pertencentes a0 mesmo género € particularmente

incomum, como constatado neste trabalho.
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Figura 5. Exame direto clarificado com hidréxido de potassio

a 20% evidenciando numerosos filamentos micelianos
hialinos, septados com dicotomia (A) e grdo eumicético (B)
no escarro; cabecga aspergilar (C) e numerosos filamentos
micelianos hialinos, septados com dicotomia (D) em

fragmentos de tecido pulmonar.

4
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Figura. 6. Cultura cotonosa de coloracdo cinza-

esverdeada e reverso incolor (A) apresentando cabegas
conidiais pequenas, conidioforos de parede lisa e
conidios globosos tipicos de Aspergillus fumigatus (B);
colénias granulares, verdes, reverso incolor (C) com
cabecas conidiais frouxamente radiadas, vesicula
subglobosa, fialides bisseriadas, conidiéforo de parede

rugosa, conidios lisos e globosos tipico de A. flavus (D).

Das formas clinicas de aspergilose pulmonar, foram constatados sete casos de
aspergilose semi-invasiva, dois de aspergiloma e um de micetoma pulmonar. Os critérios
de diagnostico foram baseados em dados clinicos como colonizagdo endobrdnquica
visualizada através de videobroncoscopia (Figura 7), de imagem de raios x do térax
evidenciando cavidades preenchidas por massa no apice do pulméo direito (Figura 8A) ou
tomografia computadorizada de alta resolucdo confirmando o achado de raio X (Figura

8B), imunossupressdo e achados laboratoriais atraves de exame direto e cultura (Tabela 1).
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Figura 7. Imagem  broncoscopica
mostrando aspecto da cavidade bronquica
mostrando  crescimento  fungico (1)

endobrénquico.

Figura 8. Aspectos de imagem do térax com cavidade preenchida por
massa no apice do pulmdo direito compativel com aspergiloma (A) e

Tomografia Computadorizada de Alta Resolucéo (B).
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Gefter et al. (1981) foram os primeiros a descrever aspergilose pulmonar semi-
invasiva como uma forma intermediaria entre aspergiloma e aspergilose invasiva. Segundo
Sales (2009), esta forma vem sendo frequentemente relatada nos ultimos anos, como
constatado neste trabalho. Tal forma clinica é rara, sendo descrita apenas em relatos
esporadicos (Marshall et al., 2010).

Outra forma clinica diagnosticada foi aspergiloma ou bola fangica, a qual
representa a forma ndo-invasiva onde o fungo se desenvolve em cavidade pré-existente no
parénquima pulmonar (Camuset et al., 2007).

Frequentemente, pneumologistas se referem ao aspergiloma como micetoma, no
entanto, esta terminologia ndo é adequada para designar aspergiloma por representarem
processos diferentes (Welsh et al., 2007; Ameen; Arenas, 2009). Micetoma é uma infeccao
causada por espécies de fungos (eumicetoma), bactérias filamentosas (actinomicetoma) ou
bactérias cocdides (botriomicose) caracterizado pela formacao de gréos constituidos por
filamentos fangicos, filamentos bacterianos ou cocos, respectivamente (Lacaz et al., 2002;
Silva et al., 2010).

Os sinais e sintomas apresentados pelos pacientes incluiram tosse, expectoracao,
febre, perda de peso, dispnéia, dor toracica e hemoptise, sendo este 0 mais frequentemente
constatado em seis casos. Espécies de Aspergillus possuem uma predilecdo pelos vasos
sanguineos; penetrando no sistema respiratorio sdo capazes de aderir e invadir o tecido
pulmonar, pela digestdo de seus componentes. A angioinvasao é muitas vezes o primeiro
passo para a disseminacdo por via hematogénica para outros sitios (Hohl; Feldmesser,
2007; Amchentsev et al., 2008; Dagenais; Keller, 2009).

Aspergilose pulmonar é a causa mais comum de hemoptise em pacientes ndo
neutropénicos, de acordo com Zmeili e Soubani (2007) e Amchentsev et al. (2008). Riscili
e Wood (2009) relatam que hemoptise e tosse cronica sd@o 0s sintomas mais comuns e que
0s episadios de hemoptise podem ser muitas vezes severos em pacientes que desenvolvem
a forma clinica de aspergiloma. Neste trabalho, hemoptise foi observada em 63,6% dos
pacientes (Tabela 1), e segundo Sagan et al. (2010) hemoptise macica de lesdo
intrapulmonar ocorre em até 83% dos pacientes e pode ser fatal.

Os achados radiologicos incluem cavidades pré-existentes, localizadas
principalmente no lobo superior do pulmé&o, infiltrado pulmonar e bronquiectasias, sendo
este Gltimo apresentado por todos os pacientes como conseqiiéncia de sequela de

tuberculose ou DPOC. Bronquiectasia é citada como um dos principais fatores
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predisponentes para o desenvolvimento de aspergilose (Amchentsev et al., 2008, Sagan et
al., 2010). E definida como a dilatacdo brénquica irreversivel, levando a tosse cronica,
formagdo de muco e infecgdes recorrentes. A maioria das bronquiectasias é idiopatica ou
resultado de infecgdes ou condicBGes anteriores, como fibrose cistica, bronquiectasias
tratadas causadas por tuberculose prévia, sarcoidose, silicose com fibrose macica
progressiva e a prépria aspergilose pulmonar. Estas condi¢cBes causam bronquiectasia
distribuida no lobo superior do pulmao (Javidan-Nejad; Bhalla, 2010).

Dos 10 casos de aspergilose, trés foram previamente diagnosticados como infecgédo
respiratoria bacteriana inespecifica, sendo submetidos a terapia antibacteriana de amplo
espectro e um foi tratado para tuberculose pulmonar recidivada, mesmo com a pesquisa do
bacilo alcool-4cido resistente (BAAR) negativa.

Devido a inespecificidade de sinais, sintomas e achados radiolégicos, equivocos de
diagnostico sdo bem relatados, com énfase para aqueles em que aspergilose ¢é
equivocadamente diagnosticada e tratada como tuberculose pulmonar. Sintomas como
hemoptise, tosse e febre séo atribuidos a tuberculose ativa e tratados de forma incorreta; a
falha no diagnostico atrasa o inicio da terapéutica adequada e pode prejudicar o
prognostico do paciente. Quase metades dos casos de ABPA sdo erroneamente
diagnosticados como tuberculose pulmonar (Kumar, 2000; Al-Moudi, 2001; Kant; Sanjay,
2007).

As co-morbidades encontradas foram diabetes, DPOC, tabagismo, etilismo, sequela
de tuberculose pulmonar e nefrolitiase. Em um paciente ndo foi documentado co-
morbidade (Tabela 1). Espécies de Aspergillus comumente colonizam les6es pulmonares
cavitarias (Al-Alawi et al.,, 2005). Avaliagdo de pacientes com doenca cavitéria
preexistente, proveniente de tuberculose pulmonar prévia, mostrou que 11% a 25% tinham
evidéncia de colonizacédo por Aspergillus (Riscili; Wood, 2009).

Sequela de tuberculose é indiscutivelmente o fator mais citado como predisponente
ao desenvolvimento de formas clinicas de aspergilose, porém graus leves de
imunossupressao também podem conduzir a formas crénicas da aspergilose pulmonar,
como exemplo doenca pulmonar de base ou condigdes sistémicas como a DPOC, diabetes
mellitus, uso crénico de esteroides, HIV, abuso de &lcool ou idade avancada (Al-Alawi et
al., 2005, Riscili; Wood, 2009).

Dos dez casos de aspergilose pulmonar, nove ocorreram no sexo masculino e um do

sexo feminino, assim, nos nossos achados, o individuo do sexo masculino apresentou nove
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vezes maior probabilidade de desenvolver aspergilose pulmonar, provavelmente devido a
maior exposi¢do aos fatores predisponentes, conforme constatado por Tomee e Van Der
Werf (2001) e Hae-Seong Nam et al. (2010).

A idade dos pacientes variou de 29 a 74 anos, sendo constatada a predominancia
em pacientes jovens, isto €, abaixo de 50 anos. Os pacientes atendidos apresentaram
ocupacdes variadas, ndo sendo observado nenhum padréo.

Neste trabalho, foram diagnosticados dois casos de aspergilose pulmonar
comprovada. Em um deles ndo foi obtido o agente etiol6gico, contudo neste caso, as
estruturas fangicas observadas em parasitismo, filamentos micelianos hialinos e septados
com e sem dicotomia bem como cabeca aspergilar concluiram o diagnéstico. Os demais
casos foram classificados como possivel aspergilose pulmonar, baseado nos critérios
propostos por De Pauw et al. (2008).

A necessidade de realizacdo de biopsia pulmonar como forma de diagnostico
conclusivo de aspergilose pulmonar representa um dilema para os profissionais da area de
salde. Aqueles que ndo defendem a realizacdo de bidpsia argumentam que historicos
clinicos e radioldgicos dos pacientes sao critérios suficientes para diagnostico em 55% dos
casos, ficando a bidpsia para casos duvidosos. Os defensores da bidpsia afirmam que esta
permite diagnostico conclusivo e exclusdo de outras patologias (Segal, 2009; Xavier et al.,
2009).

O tratamento empregado em todos os casos foi Itraconazol em dose diaria de 200
mg a 600 mg por um periodo minimo de seis meses, 0 que consiste com o recomendado
em literatura (Hae-Seong Nam et al., 2010), ndo foi constatado ébito em nenhum dos
pacientes, contudo, abandono do tratamento, bem como recidiva levou 0os mesmos a
retornarem ao servico. Em um estudo com pacientes ndo neutropénicos, ltraconazol
alcancou taxa de eficiéncia de 57%, porém aumenta a concentracdo de ciclosporina e
tacrolimus. Anfotericina B também foi utilizada por alguns pacientes por periodo reduzido,
devido a toxicidade. Na literatura, este farmaco ndo é recomendado, em vista do risco de
toxicidade renal relatada em altas doses e por tempo prolongado de tratamento, sendo
preferivel a utilizacdo de férmulas lipossomais. Voriconazol e Posaconazol mostraram
resultados superiores a Anfotericina B, porém de custo mais elevado que o do Itraconazol
(Gangneux et al., 2010).
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4.3. Colonizacéo por leveduras e candidiase oral

O diagnostico micoldgico de colonizacdo por leveduras e candidiase oral foi
baseado na observagéo de células de leveduras ovais e hialinas unibrotantes, pseudomicélio
e micelio verdadeiro e/ou filamentos micelianos hialinos septados e artrosporados em
espéecimes clinicos de escarro e secrecdo de cavidade oral (Figura 9) e obtencdo do agente
etiologico em cultura (Figura 10), sendo identificados oito (72,7%) isolados de C. albicans,
dois (18,2%) de C. tropicalis e um (9,1%) de Geotrichum clavatum. As estruturas fungicas
observadas em parasitismo, ceélulas de leveduras ovais e hialinas unibrotantes,
pseudomicélio e micélio verdadeiro sdo compativeis com a coloniza¢do por Candida e
candidiase oral de acordo com Vidigal e Svidzinski, (2009) e Campos e Otero (2010). A
presenca de filamentos micelianos hialinos septados e artrosporados associado a
identificacdo de G. clavatum é compativel a descricdo em literatura para colonizacdo por
Geotrichum de acordo com De Hoog e Smith (2004) e Bonifaz et al. (2010).

Neste trabalho, colonizacdo fungica foi definida como a presenga de numerosas
estruturas fangicas em no minimo trés amostras de escarro e obtencdo de cultura, sem
evidéncia clinica de comprometimento orofaringeo; colonizacdo associada a candidiase
oral quando além das consideracfes anteriores, existia evidéncia clinica e laboratorial de
comprometimento orofaringeo, compativel com levedurose, e candidiase oral, quando
havia evidéncia clinica e laboratorial de comprometimento orofaringeo, contudo na

amostra de escarro sao observadas raras estruturas fangicas.
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Figura 9. Exame direto clarificado com KOH a 20% mostrando

células de leveduras ovais e hialinas unibrotantes, pseudomicélio
e micelio verdadeiro no escarro (A e B); numerosos filamentos
micelianos hialinos septados e artrosporados no escarro (C);
células de leveduras ovais e hialinas unibrotantes, pseudomicélio
e micélio verdadeiro. Células de leveduras ovais e hialinas
unibrotantes, pseudomicélio e micélio verdadeiro aderidos a
célula epitelial (D) evidenciada em secre¢do oral sem clarificante

e corante.

48



OLIVEIRA, HM.S. Perfil enzimatico de fungos... 49

Figura 10. Cultura de cor creme, lisa, de bordo regular (A)

apresentando células de leveduras ovais e hialinas,
unibrotantes, tipicas de leveduras do género Candida (B).
Cultura irregular, de cor creme, rugosa, tipica de levedura
artrosporada (C) com hifas hialinas septadas e artroconidios

cilindricos, tipicos de espécies de Geotrichum (D).

Dos casos de colonizagdo, foram constatados dois casos de colonizagdo pulmonar
causada por C. albicans, um por C. tropicalis e um por G. clavatum; trés casos de
colonizagdo pulmonar por C. albicans associada a candidiase oral, sendo em apenas um
episodio constatada associagdo de C. albicans e C. tropicalis, e um caso de candidiase oral
por C. albicans. O diagnostico foi baseado em critérios clinicos, de imagem, grau de
imunossupressao e achados laboratoriais (Figura 11 e Tabela 1).

A predominancia de C. albicans como agente etioldgico de colonizacdo e
candidiase oral neste trabalho est4d de acordo com Kumar et al. (2009); Vidigal e
Svidzinski, (2009); Campos e Otero (2010).
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Figura 11. Aspecto clinico de lesdo

de cavidade oral, apresentando
numerosas placas esbranquicadas
aderidas a lingua e mucosa jugal (1)

sugestiva de candidiase oral.

O diagnostico de candidiase pulmonar ainda é controverso, podendo ser adquirida
por disseminacdo hematogénica ou por aspiracdo de fungos presentes nas vias aéreas. O
isolamento de espécies de Candida a partir da biopsia pulmonar de pacientes nao
neutropénicos submetidos a ventilagdo mecénica em estado grave, tem conduzido alto
(40%) percentual de 6bito. No entanto, a incidéncia de pneumonia por espécies de Candida
é baixa (8%). A colonizacdo por Candida é homogénea em regides diferentes do pulmao, e
a presenca de Candida em amostras respiratorias, independentemente da cultura, ndo é um
bom indicio para pacientes em estado critico (Vidigal; Svidzinski, 2009).

Na maioria dos individuos saudaveis colonizados por Candida, a microbiota normal
da pele, trato gastrointestinal e trato genital feminino limita a proliferacdo fungica,
auxiliando na prevencdo de infeccbes. A mudanca no comportamento de espécies de
Candida de saprobio para fungo oportunista com capacidade de invasdo ocorre como
resultado de um desequilibrio na relacdo hospedeiro-micro-organismo (Kumar et al., 2006;
Vidigal; Svidzinski, 2009). Apesar da presenca de Candida na orofaringe e trato
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respiratorio ser bastante comum, pneumonia primaria raramente se desenvolve, sendo
normalmente diagnosticados por biopsia (Vidigal; Svidzinski, 2009).

A associacdo entre colonizag¢do pulmonar por espécies de Candida e candidiase oral
constatada neste trabalho também foi relatada como um fator de risco para o
desenvolvimento de infec¢bes fungicas localizadas ou sistémicas (Kemmelmeier et al.,
2008; Dongari-Bagtzoglou et al., 2009).

A colonizacao prévia da boca por leveduras do género Candida esta associada ao
risco elevado de infecgdes, tanto localizadas como sistémicas, estas Gltimas com elevado
indice de mortalidade (30 a 40%) (Kemmelmeier et al., 2008; Dongari-Bagtzoglou et al.,
2009).

A candidiase oral é fregliente no idoso e pode exacerbar o estado nutricional
precario em pacientes hospitalizados. Se a frequencia de candidiase oral reflete apenas a
colonizacdo, ou se precede o inicio de infeccdo superficial ou disseminada ainda é um
assunto em discussdo (Fanello et al., 2006).

Para leveduroses, é freqliente o isolamento de mais de uma espécie. Quando
comparado a fungos filamentosos, sendo mais frequente em pacientes portadores de mais
de uma doenca de base, consistindo em marcada imunossupressdo. Este achado esta
relacionado a severa morbidade e mortalidade (Boktour et al., 2004; Jensen et al., 2007). A
associacao de diferentes espécies em infecgBes fungicas pode ser uma causa de falha no
tratamento quando, por exemplo, um dos agentes apresenta resisténcia a qualquer droga
antifangica em particular (Xavier et al., 2008).

No Uunico caso de candidiase oral, para o qual a suspeita clinica era de aspergilose
pulmonar, foram observadas raras estruturas fingicas compativeis com levedurose em uma
amostra de escarro, 0 que motivou a busca por lesbes em cavidade oral. Os achados
clinicos e laboratoriais foram compativeis apenas para candidiase oral, de acordo com
Vidigal; Svidzinski, (2009); Campos e Otero (2010).

Neste trabalho, foi diagnosticado um caso de candidiase oral em paciente com
DPOC, sendo esta forma clinica relatada em individuos que fazem uso prolongado de
antibidticos, cortiddides, tratamento antineoplasico e outros (Avrella; Goulart, 2008;
Stramandinoli et al., 2010). Bonifaz et al. (2010) enfatizam a ocorréncia cada vez mais
frequente do isolamento de espécies de Geotrichum como agente de lesdo oral, salientando
a relevancia da realizacdo de exames laboratoriais para confirmacdo diagnostica de

candidiase ou geotricose oral.
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O caso diagnosticado neste trabalho baseou-se em dados clinicos e achados
laboratoriais como recomendados por Lacaz et al. (2002) e Bonifaz et al. (2010).

O isolamento de Candida em cultura de escarro, aspirado traqueal, lavado bronco-
alveolar ou puncédo aspirativa por agulha percutanea pode representar apenas colonizagao
da arvore traqueobronquica. Futuras pesquisas sobre a importancia do isolamento
antemortem de Candida em amostras respiratorias sdo necessarias, podendo estes achados
serem indicativos de pneumonia por Candida (Vidigal; Svidzinski, 2009).

Os sinais e sintomas apresentados pelos pacientes incluiram tosse, expectoracao,
dispnéia, como os mais frequentes, e febre, perda de peso, e hemoptise, mais
esporadicamente. Nos achados radiologicos pode ser evidenciado infiltrado pulmonar,
bronquiectasias, fibrose pulmonar e mais raramente, cavidades pré-existentes. As co-
morbidades encontradas foram, tuberculose pulmonar, tuberculose multidroga resistente,
sequela de tuberculose pulmonar, fibrose pulmonar, neoplasia de prdstata com metastase
pulmonar e DPOC, sendo as formas clinicas de tuberculose e suas sequelas as co-
morbidades mais frequentes.

A co-morbidade mais frequente neste trabalho foi tuberculose pulmonar, presente
em todos os casos de colonizacao associada a candidiase oral. Kumar et al. (2009) relatam
que a incidéncia de candidiase oral é acentuada em pacientes com tuberculose pulmonar,
devido a utilizacdo de antimicrobianos por um periodo prolongado.

Dos oito pacientes com levedurose, quatro foram do sexo masculino e quatro
feminino, ndo havendo prevaléncia por sexo. A idade dos pacientes variou de 40 a 67 anos,
sendo constatada a predominancia em pacientes acima de 50 anos. Os pacientes atendidos
apresentaram ocupacodes variadas, ndo sendo observado nenhum padréo.

Pacientes imunossuprimidos, principalmente aqueles portadores de neoplasias
hematoldgicas e neutropenia grave muitas vezes sdo susceptiveis a infeccdes fungicas
invasivas. A maioria dessas micoses € causada por espécies de Candida e Aspergillus,
porém outros fungos oportunistas, como espécies de Geotrichum, tém sido ocasionalmente
relatados em pacientes imunossuprimidos, especialmente aqueles com leucemia aguda (EI
Omri et al., 2005).

Geotricose € uma micose oportunista emergente causada por leveduras, tem sido
reportada por afetar patologicamente bronquios, pulmdes e intestino, e raramente, boca,
pele e unhas. As principais espécies envolvidas sdo G. candidum, G. capitatum e G.
clavatum (EI Omri et al., 2005; Bonifaz et al. 2010).
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Tratos digestivo e respiratorio tém sido relatados como possiveis portas de entrada,
e quadros clinicos de infeccdo sistémica por Geotrichum muitas vezes séo indistinguiveis
de candidiase sistémica e aspergilose invasiva. A colonizacao fungica do trato respiratorio,
urogenital ou gastrointestinal muitas vezes precede a infecc¢éo sistémica, sendo um achado
comum a todas as infec¢fes causadas por Geotrichum, que é um componente em potencial
da microbiota normal dos tratos respiratorio e digestivo humano, sendo dificil distinguir
entre colonizagéo e infeccdo (EI Omri et al., 2005).

Alguns autores demonstram que o isolamento destas leveduras de sitios superficiais
é significativo e correlacionado com o desenvolvimento de infecgdes invasivas. A doenca
tem sido associada a um progndstico desfavoravel, apresentando uma taxa de mortalidade
superior a 50% (EI Omri et al., 2005).

De acordo com De Pauw (2008), neste trabalho ndo foi possivel diagnosticar
levedurose pulmonar comprovada, devido a ndo obtencéo de amostras de tecido, sendo 0s
casos classificados como possivel candidiase e geotricose pulmonar invasiva. Porém, de
acordo Vidigal e Svidzinski (2009), o termo adequado para estes casos é colonizacdo por
leveduras.

Segundo Vidigal e Svidzinski, (2009), para pacientes criticos, portadores de
neoplasias hematoldgicas malignas e internos em unidade de terapia intensiva, é
recomendado o tratamento como profilaxia, pois este fungo pode causar invasdo tecidual

devido a um desequilibrio. Em outros casos, o tratamento fica a critério médico.

4.4. Feohifomicose pulmonar

O diagndstico micoldgico de feohifomicose pulmonar foi baseado na observacédo de
filamentos micelianos deméaceos (Figura 12) em espécimes clinicos de escarro e obtencédo
do agente etiolégico em cultura (Figura 13), sendo identificado Cladophialophora
devriesii, um fungo filamentoso deméceo.

As estruturas fangicas observadas em parasitismo e a identificacdo do agente
etiol6gico sdo compativeis a descricdo em literatura para feohifomicose, de acordo com
Gonzalez et al. (1984), Mitchell et al. (1990) e Levin et al. (2004).
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Figura 12. Exame direto de
escarro clarificado com hidroxido
de potassio a 20%, mostrando
filamentos micelianos demaceos
septados compativel com

feohifomicose.

Figura 13. Coldnia veludosa, marrom-olivicea (A) apresentando hifas
demaéceas, septadas, conidiéforos verticilidides, catenulados e conidios

alongados tipicos de Cladophialophora devriesii (B).

Os sinais e sintomas apresentados pelo paciente do sexo masculino com 64 anos de
idade foram dispnéia e hemoptise macica freqiiente, e a aparéncia radiol6gica mostrava
extensa sequela de tuberculose pulmonar, quadro que motivou a suspeita de aspergilose

pulmonar.
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A partir dos sinais clinicos, sintomas e achados radioldgicos, foi realizado o
diagnostico clinico de aspergilose pulmonar e iniciado o tratamento com Itraconazol em
doses de 200mg/dia. Amostras clinicas de escarro foram colhidas e o diagndstico
laboratorial micolégico revelou estruturas flangicas compativeis com feohifomicose
pulmonar como filamentos micelianos deméaceos tortuosos, e em cultura foi obtido
Cladophialophora devriesii. Ao tratamento com Itraconazol foi associada a administracao
de Anfotericina B na dosagem de 0,5 mg por kilo, porém o paciente foi a 6bito por parada
cardiorrespiratéria uma semana apés a confirmacao do diagndstico.

Fungos deméaceos sdo responsaveis por uma grande variedade de sindromes
infecciosas. Sao frequentemente encontrados no solo e, geralmente, distribuidos em todo o
mundo. Isto sugere que a maioria dos individuos é exposto presumivelmente por inalagéo
ou trauma (Revankar, 2006; Lastoria et al., 2009; Li Yang Hsu et al., 2010).

Nos ultimos anos, estes fungos tém sido cada vez mais reconhecidos como
importantes patdgenos. O espectro de doencas que estdo implicados ampliou-se e inclui
infeccBes locais superficiais e profundas, doenca alérgica, pneumonia, abscesso cerebral e
infeccdo generalizada. Para algumas infecgdes em individuos imunocompetentes, como
sinusite fungica alérgica e abscesso cerebral, estdo entre os agentes etioldgicos mais
comuns (Costa; Alexander, 2005; Revankar, 2006; Li Yang Hsu et al., 2010).

Esses fungos tém mecanismos patogénicos Unicos devido a presenca de melanina
em sua parede celular, o que confere a caracteristica cor escura a esporos e hifas. O
diagnostico baseia-se na microscopia cuidadosa, cultivo do agente e histopatologia.
Espécies de Cladophialophora sdo citadas como agentes de feohifomicoses que incluem
desde infeccdo cutinea até abscesso cerebral (Revankar, 2006; Lastoria et al., 2009).
Existem poucos relatos de infeccdes sistémicas em receptores de transplante de 6rgdos
solidos, dos quais a maioria ocorre por C. bantiana (Lastoria et al., 2009).

Shigemura et al. (2009), relatam um caso de osteomielite femoral por C. arxii em
paciente portador de doenca granulomatosa cronica. Na ocasido, 0 paciente apresentava
granulomas pulmonares e hemoptise, 0 que levou os autores levantar a hipdtese de que o
agente fangico disseminou até o 0sso pela corrente sanguinea atraves da lesdo pulmonar,
que pode ter sido causada por inalacdo de propagulos fangicos.

Dentre as espécies de Cladophialophora, C. devriesii foi citado anteriormente como
agente de micose subcutanea (Gonzalez et al., 1984; Howard et al., 2006) e infeccédo

fangica disseminada (Mitchell et al., 1990), sendo este o terceiro relato desta espécie como
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agente de feohifomicose, o segundo como feohifomicose profunda e o primeiro relato
como agente de micose pulmonar na América do Sul.

O tratamento recomendado para feohifomicose &€ uma terapia combinada de
anfotericina B, fluocitosina e fluconazol (Naggie; Perfect, 2009).

De acordo com a literatura, neste trabalho feohifomicose pulmonar foi considerada

uma micose emergente e rara.

4.5. Caracterizacdo Enzimatica

Dos 21 isolados, em 17 foi detectada atividade enzimatica com zona de atividade
variando de 0,7 cm (+++: forte) a 0,9 cm (+: muito fraca) segundo Serda e Yucel (2002).
Dez isolados apresentaram atividade proteolitica em BSA (Figura 14), sete apresentaram
no substrato gelatina e um na caseina do leite. Trés isolados apresentaram atividade
fosfolipasica em lecitina de soja e trés apresentaram atividade elastinolitica (Figura 15,
Tabela 2).

Todos os isolados que apresentaram atividade nos substratos gelatina, caseina do
leite e elastina pertenciam ao género Aspergillus, enquanto que todos os isolados que
apresentaram atividade nos substratos BSA e lecitina de soja foram leveduras pertencentes
ao género Candida. Os isolados de Geotrichum clavatum e Cladophialophora devriesii ndo
apresentaram atividade em nenhum dos substratos utilizados (Tabela 2).

Neste estudo, em cinco de oito isolados de A. fumigatus e um isolado de A. flavus
foi detectada atividade proteédsica colagenolitica no substrato gelatina, representando
66,6%. O isolado de A. flavus também apresentou atividade protedsica no substrato caseina
do leite. Dos oito isolados de A. fumigatus testados, em trés foi detectada capacidade de
degradar elastina, representando 37,5% dos isolados de A. fumigatus, com destaque para o
isolado 3 proveniente de escarro, que apresentou atividade forte (+++) (Tabela 2).

Os resultados obtidos neste estudo mostram que 100% dos isolados do género
Candida apresentaram atividade proteolitica no BSA e trés isolados apresentaram atividade
fosfolipasica na lecitina de soja. O isolado 19 de C. tropicalis mostrou a maior atividade
proteolitica (+++), e 0 isolado 14 de C. albicans maior atividade fosfolipasica (++) (Tabela
2).
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Figura 14. Presen¢a de halo (1) ao
redor de colonia de Candida albicans
indicando atividade protedsica no
substrato soro de albumina bovina
(BSA).

Figura 15. Presen¢a de halo (1) ao

redor de colénia de Aspergillus
fumigatus indicando atividade

elastinolitica.
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Tabela 2. Deteccdo de enzimas hidroliticas como fatores de viruléncia em fungos isolados de amostras de escarro, secrecdo de cavidade oral,

lavado broncoalveolar e fragmentos de tecido pulmonar de pacientes internos do Setor de Pneumologia do Hospital Geral Otavio de Freitas.

Enzimas
Proteases Fosfolipases
solado Espécie Amostra clinica Elastase Caseina do leite BSA Gelatina Gemadeovo  Lecitina de soja
ZA (mm) ZA (mm) ZA (mm) ZA (mm) ZA (mm)

1 Aspergillus fumigatus Escarro - - - + - -

2 A. fumigatus Escarro 0,83 - - + - -

3 A. fumigatus Escarro 0,75 - - + - -

4 A. fumigatus Escarro - - - - - -

5 A. fumigatus Escarro - - - - - -

6 A. fumigatus LBA - - - + - -

7 A. fumigatus Escova endobronquica 0,80 - - - - -

8 A. fumigatus Fragmento de tecido - - - + - -
Legendas:

ZA: Zona de atividade

BSA: Soro de albumina bovina
LBA: Lavado bronco-alveolar
- : Auséncia de atividade

+: Presenca de atividade
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Continuacao da tabela 2.
Enzimas
Proteases Fosfolipases
isolado Espécie Amostra clinica Elastase Caseina do leite BSA Gelatina Gemadeovo  Lecitina de soja
ZA (mm) ZA (mm) ZA (mm) ZA (mm) ZA (mm)
9 A. flavus Escarro - 0,83 + - -
10 Candida albicans Escarro - - 0,82 - - -
11 C. albicans Escarro - - 0,82 - - 0,90
12 C. albicans Escarro - - 0,92 - - -
13 C. albicans Escarro - - 0,92 - - -
14 C. albicans Escarro - - 0,82 - - 0,83
15 C. albicans Secrecdo de cavidade oral - - 0,88 - - 0,90
16 C. albicans Secrecdo de cavidade oral - - 0,83 - - -
17 C. albicans Secrecdo de cavidade oral - - 0,93 - - -
Legendas:

ZA: Zona de atividade

BSA: Soro de albumina bovina
LBA: Lavado bronco-alveolar
- : Auséncia de atividade

+: Presenca de atividade
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Continuacao da tabela 2.

60

Enzimas
Proteases Fosfolipases
. . Elastase Caseina do leite BSA Gelatina Gemadeovo  Lecitina de soja
Isolado Espécie Amostra clinica
ZA (mm) ZA (mm) ZA (mm) ZA (mm) ZA (mm)

18 C. tropicalis Escarro - - 0,9 - - -

19 C. tropicalis Secrecdo de cavidade oral - - 0,74 - - -

20 Geotrichum clavatum Escarro - - - - - -

21 Cladophialophora Escarro i i i i i i

devriesii

Legendas:

ZA: Zona de atividade

BSA: Soro de albumina bovina
LBA: Lavado bronco-alveolar
- : Auséncia de atividade

+: Presenca de atividade
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Tolerancia a temperatura, taxa de crescimento, tamanho dos conidios, adesinas,
producéo de pigmentos, metabolitos toxicos e enzimas extracelulares sdo fatores de viruléncia
de espécies de Aspergillus (Tomee et al., 1994; Al-Alawi et al., 2005; Okumura et al., 2004;
Alp; Arikan, 2008).

Para invadir o hospedeiro, espécies de Aspergillus apresentam, dentre os fatores de
viruléncia, adesinas, que sdo proteinas presentes na parede celular da célula fungica que
permitem a adesdo do patdgeno ao sitio da infeccdo, bem como enzimas que atuam na
penetracdo dos tecidos, explicando em parte a patogénese deste patdgeno oportunista durante
0 mecanismo de infeccdo (Alp; Arikan, 2008).

Colagenases sdo proteases capazes de degradar colageno, que é constituinte
predominante de pele, tenddes e cartilagem, bem como o componente organico de 0ssos,
dentes e cdrnea, representando aproximadamente 25 a 33% da proteina total dos mamiferos. E
encontrado nos tecidos conjuntivos de quase todos os oOrgdos, como fibras insollveis
embebidas em mucopolissacarideos e proteinas da matriz extracelular, tendo como funcao
estruturar e conferir resisténcia aos tecidos. Consequentemente, qualquer processo que resulte
em degradacdo ou perda da integridade desta proteina tem implicacGes significativas para a
salde (Harrington, 1996; Lima et al., 2009).

A digestdo dos componentes do parénquima pulmonar, como o colageno e a elastina,
constitui uma causa importante de necrose e hemoptise, e a secrecdo de enzimas que
degradam estes compostos pode ser a principal causa destes sintomas, frequetemente
relatados nos pacientes com aspergilose pulmonar (Hohl; Feldmesser, 2007; Alp; Arikan,
2008; Amchentsev et al., 2008; Dagenais; Keller, 2009).

A evidéncia de um possivel envolvimento de elastase na patogénese da aspergilose foi
primeiro documentada por Kothary et al. (1984).

A detecgdo elastinolitica em 37,5% das culturas A. fumigatus isoladas de amostras
clinicas de casos com diferentes formas clinicas de aspergilose também ¢é relatada por Kothary
et al. (1984); Blanco et al., (2002) e Alp; Arikan (2008).

A atividade elastinolitica é documentada como acentuada em agentes de aspergilose
invasiva (Kothary et al., 1984; Blanco et al.,2002; Alp; Arikan, 2008).

A ndo deteccdo de protease no substrato BSA e fosfolipase por A. fumigatus contradiz
aos dados obtidos por Shen et al. (2004); Birch et al. (2004) e Alp e Arikan (2008).
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Alp e Arikan (2008) afirmam que a existéncia e o grau das atividades da elastase,
protease e fosfolipase em isolados de Aspergillus clinicos tendem a apresentar variacfes
dentro das espécies e do isolado testado.

C. albicans é considerada a mais virulenta deste género, e muitos fatores de viruléncia
tém sido descritos, incluindo a secre¢do de enzimas hidroliticas. Dois tipos de enzimas
parecem ser mais importantes: proteases e fosfolipases. Proteases sdo capazes de degradar
proteinas da barreira epitelial e da mucosa como colageno, queratina e mucina, como também
anticorpos, complemento e citocinas, e fosfolipases danificam as membranas das células do
hospedeiro, auxiliando na invasdo de tecidos do hospedeiro (Borst; Fluit, 2003).

A deteccdo de atividade proteolitica em C. albicans e C. tropicalis utilizando BSA
como substrato, verificada neste trabalho, bem como fosfolipasica, no substrato lecitina de
soja, esta corroborada por Borst; Fluit (2003); Kumar et al. (2006); Kumar et al. (2009).

A néo detec¢do proteolitica no substrato caseina do leite em isolados de C. albicans e
C. tropicalis contrasta com os resultados obtidos por Kumar et al. (2009), que verificaram que
isolados de cavidade oral de pacientes com tuberculose pulmonar mostraram
significativamente maior atividade proteésica. Por outro lado, quando utilizando gelatina, ndo
foi detectada atividade proteolitica, como constatada neste trabalho.

A producéo de protease por C. albicans ndo depende apenas do tipo de isolado ou tipo
de infecgdo, mas também do tipo fenotipico, condi¢cGes ambientais e até mesmo da fase de
infeccdo (De Bernardis et al., 2001).

Borst e Fluit (2003) afirmam que a deteccdo de protease e fosfolipase € maior em
isolados provenientes de infeccdes respiratorias, quando comparados a culturas de outros
sitios corporeos e consideram que isolados de C. albicans agentes de infecgdes respiratorias
podem ser originados da prépria cavidade oral do paciente. Afirmam ainda que C. albicans
isolada da cavidade oral de voluntarios saudaveis demonstra baixa atividade fosfolipasica,
enguanto que isolados clinicos de cavidade oral de pacientes com candidiase oral produzem
taxas altas desta enzima, porém outros estudos sdo necessarios para elucidar se isto é causado
pela selecdo de isolados mais virulentos que fazem parte da microbiota dos pacientes.

A patogenicidade de espécies de Candida é resultado das caracteristicas dos isolados,
estado imunoldgico do hospedeiro e condicdes locais dos sitios de infeccdo (Kumar et al.,
2009).

Fungos demacios sdo relatados como produtores de proteases e fosfolipases, dentre

estes Cladophialophora bantiana (Souza et al., 2008), contudo poucos sdo os relatos de C.
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devriesii como agentes de micoses e nenhum trabalho referente a detec¢do destas enzimas foi
descrito; assim como para Geotrichum clavatum.

Néo foi possivel estabelecer correlagdo entre os danos ao hospedeiro e a deteccdo
enzimatica, tendo em vista que a maioria dos isolados utilizou dois substratos, bem como o
isolado obtido do caso de candidiase oral apresentou melhor perfil enzimatico quando

comparado ao isolado de aspergilose confirmada.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir:

» Micoses pulmonares, colonizagdo por leveduras e candidiase oral ocorrem em
pacientes internos em hospital de referéncia para pneumologia, afetando o0 sexo masculino
com maior freqiiéncia.

« Estruturas fangicas em parasitismo observadas em escarro e lavado bronco-alveolar
permitem o diagnostico provavel de aspergilose.

« Diagnostico conclusivo de aspergilose ¢ baseado nos dados clinicos, de imagem e
laboratoriais.

» Aspergillus fumigatus permanece como principal agente de aspergilose pulmonar.

» Dentre os fatores que predispdem o hospedeiro a infec¢Bes fangicas pulmonares,
sequela de tuberculose é o mais freqliente, com destaque para aspergilose pulmonar.

» Pacientes jovens do sexo masculino tém nove vezes mais chance de desenvolver
aspergilose pulmonar em relacéo ao sexo feminino.

 Estruturas de leveduras observadas em escarro permitem o diagnéstico de colonizacdo
pulmonar por leveduras.

« Candida albicans persiste como a principal levedura isolada de coloniza¢do pulmonar
e candidiase oral.

» Feohifomicose pulmonar € uma micose emergente e rara.

» Cladophialophora devriesii é citada pela terceira vez como agente de feohifomicose
sendo o primeiro relato como agente de micose pulmonar na América do Sul.

« Existem equivocos de diagnostico entre tuberculose pulmonar e outras infec¢des
bacterianas com formas clinicas de aspergilose, como também foi verificado equivoco entre
aspergilose pulmonar e feohifomicose pulmonar.

» Fungos isolados de amostras do trato respiratério superior e cavidade oral podem
expressar enzimas relacionadas a patogenicidade.

« Na&o foi possivel estabelecer correlacdo entre os danos ao hospedeiro e a detecgédo

enzimatica.
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ANEXOS
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Anexo 2

Meios de Cultura, Solugbes e Corantes

Isolamento e purificacao
Agar-Sabouraud + 50mg/L de cloranfenicol (Lacaz et al., 2002)

DEXIIOSE ...ovvieiiieeciiie i 40,09

PEPLONA ... 10,09

AGAT i 15,09

Agua destilada ............ccoovevveieirrreien, 1000mL

Cloranfenicol ..........ccccoevveviiiiiicccec e, 50mg
Identificacéo

Agar Czapeck (Lacaz et al., 2002)

SACANOSE. ...t 30g
Nitrato de SOUI0........ccorvreeriieece e 39
Fosfato Dibasico de POtassSio..........ccceeeeveiveeiieiinenne. 19
Sulfato de Magnésio 7Ho........cccovvevieiieieeie e 0,59
Cloreto de POtASSIO.........ccevveiiiiieeciee e 0,5¢
Sulfato de Ferro 7THoO.....oooovvviieiiiiiie e, 0,01g
AT ..o 159
Agua Destilada g.5.p....c.cevveeereierieieeeeeeeeeen 1000mL

Agar Extrato de Malte (Samson e Frisvad, 2004 in Lacaz et al., 2002 )

Extrato de Malte..........cccoooveiiiiiiiie e 209
DEXIIOSE. ... 20g
Peptona de Carne..........ccooveveeieeieeneeiesieese e 19
T SO 169

Agua destilada g.5.p.....cccvveverieirriieeeeeeies 1000mL
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Agar Batata Dextrose (BDA) (Lacaz et al., 2002)

DEXIIOSE. .. .vii it 20g
AGA..cooiiieeioeeeeeeeee e 169
Batata. ..o 140g
Agua destilada g.5.p.....ccovrvrvirerrereiireieen, 1000mL

Agar-Sabouraud + YE (extrato de levedura) (Lacaz et al., 2002)

Extrato de levedura.........c.cccceeevverveiniiiesieenn, 5,09
PEPIONG ...ooiiiie i 10,09
AGAT o 20,09
GlICOSE v 40,09
Agua destilada ............ccoovvveeiiiieeennn, 1000mL
Cloranfenicol .........ccccoovivieiiiii e, 50mg

Meios para identificacdo de leveduras
Agar uréia de Christensen
(Christensen, 1946 in Lacaz et al., 2002)

PePtONa ... 1,09
GlICOSE .ovevvicieceecie e 1,09
Cloreto de SO0 ........cccceveevveieiicieec e 5,09
Fosfato de potassio monobasico .................... 2,09
Fenol vermelho ..o, 12,0mg
AGAT i 20,09
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Meio para producdo de &cidos (CaCO3)
(diferencia o género Candida de Brettanomyces)
(Lacaz et al., 2002)

DEXIIOSE ..oooeieeeeeeeee 5,09
Extrato de levedura ...........cccovevviieiieinenee 0,59
Carbonato de CalCiO ........cccceeveireiiiiiccieee, 0,59
AGAT o 2,09
Agua destilada .........ccceveveeveeeeeieeeeee e, 100mL

Agua peptonada — extrato de levedura
(para formacdo de pelicula e observacdo da micromorfologia)
(Lacaz et al., 2002)

DEXIIOSE ....vvveiiie et 20,09
Extrato de levedura .........cccceeveveeeeiiciieee e, 5,09
PePtONa ..o 10,09
Agua destilada ............ccoovevvveieiieiennn, 1000mL

Meio de Gorodkova
(para induzir a formacao de ascos e ascosporos)
(Lacaz et al., 2002)

PePtoNa ....ceviiiiiie 1,09
GlICOSE .. 0,19
Cloreto de SOdI0 ........cccevvevveiciieieee e 0,59
AGAT o 2,09
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Meio para prova de assimilacao de carbono
(Lodder e Kreger-Van-Rij, 1952 in Lacaz et al., 2002)

Meio Bésico C

Sulfato de amoOnio .......ccceeevvcveieeiciiiee e 5,09
Fosfato de potassio monobasico .................... 1,09
Sulfato de magnésio 7H20 .........cccccevvenennne 0,59
AGA oo 20,0g
Agua destilada ..........ccooeerereiereeeeenn. 1000mL

Meio para prova de assimilacao de nitrogénio
(Lodder e Kreger-Van-Rij, 1952 in Lacaz et al., 2002)

Meio Basico N

DEXIIOSE ....vvvviiiieiiiie e 20,09
Fosfato de potassio monobasico..................... 1,09
Sulfato de magnésio 7H20 .........cccccevverennns 0,59
AGAT .o 20,09
Agua destilada ............ccoeovevreerieiiee 1000mL

Meio para fermentacdo de carboidratos, sem indicador
(Lacaz et al., 2002)

Agua Peptonada
Peptona .......covviiiiii 2,59
Extrato de levedura .........cccceeveveeeevicveeeee e, 2,5¢
Agua destilada ............cccooeveveieieiieee 1000mL

*Para 100mL do meio basal (dgua peptonada-extrato de levedura), adicionar 3g de cada um
dos acucares utilizados nesta prova.
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Meio para producdo rapida de clamidosporos (Feo, 1978 in Lacaz et al., 2002)
(meio utilizado para identificacdo rapida de Candida albicans a partir de material clinico)

Meio a base de bile de boi
(Lacaz et al., 2002)
Bile de boi (Bacto Oxgall) ........cccccevveiennne 20,09
Agua destilada ...........ccccvvvierieereien, 1000mL

Todos os meios de cultura utilizados foram preparados de acordo com Lacaz et al.

(2002), sendo utilizados ap6s 72 horas a temperatura ambiente para controle de esterilizacéo.

Corantes e solugdes
Azul de Amann (Carranza, 1949)

Cristais de 4cido fénico..........ccccoevveveiiicsecieenn, 20g
GlCEINA. ... 20mL
ACIAO T&LICO. ... 20mL
Azul de algodao..........cccoevvieieeieiieie e, 0,059
Agua destilada g.5.p......cccvvvierereeeeieeeeeeees 20mL

Solucdo de hidroxido de potassio a 20% (Lacaz et al., 2002)

Hidroxido de potassio..........cccceveveeiieieeriecieceenan, 29
Agua destilada..........cc.ccveererrereieieeceee s 100mL
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Caracterizacdo Enzimatica

Detecgéo de Atividade Proteasica
Meio de Caseina (Lacaz et al., 2002)

(1) Leite Desnatado (Molico®)............ccceverreenenn. 10g
Agua destilada . S. Peecececerereeeeieeeeeeeea, 100mL
(2) AQAI....coioeeiereeeeeeee e 29
Agua destilada §.5.0.....c.ovvevevreeerceereeee e 100mL

Solucédo Acidificada de Cloreto de Mercurio (Frazier apud Lacaz et al., 2002)

Cloreto de MercUrio.........ccoeeveerereeneneniseneens 129
Acido Cloridrico Concentragao......................... 16mL
Agua destilada g.5.p......c.oveevveeieerieeeeeeeene 100mL

Meio de Gelatina (Lacaz et al., 2002)

EXtrato de Carne........cccocvviieiiieiie e 39
PePLONA.....ooiiiiiiiic e 59
Gelating........ccoveiieieieeee e 120g
Agua destilada g.5.p......ccvvvvvveireiireeien, 1000mL

Meio de Soro de Albumina Bovina (Aoki et al., 1990)

Sulfato de magnésio..........ccceeveviievveieiieieenns 0,04g
Fosfato de potassio..........cccccvveveevieieeieciccieenen, 0,59
Cloreto de SOI0........ccccererereiiieiieseeeiee NaCl 1g
Extrato de levedura............cccocveveiienieie i, 0,29
GlICOSE. ..ttt 49
Soro de albumina bovina (Sigma®)..................... 0,59

Agua destilada............coeveerreerereeeeeee e 60mL
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Ap0ds ajustar o pH da solucéo para 3,5 e esterilizacao por filtracdo, adicionar o filtrado a

140 mL de agar-agua esterilizado.

Detec¢do de Atividade Fosfolipasica

Agar Sabouraud acrescido de sais + Lecitina de soja (Price et al., 1982)

DEXIIOSE. ... vviiiiei ettt 409
Peptona de Carne........c.ccoovereiinneenenienee e 10g
LeCiting de SOJa........ccovrirerieieieee e 29
Cloreto de SOI0.........ccouevveiieiiereeieseese e 0.299
Cloreto de CalCiO........ccccevveveiieiiccecc e 0,55¢g
AGA i 20g
Agua destilada g.5.p.....c.ocevervreeereieieeeeenean, 1000mL

DEXIIOSE. ... 409
Peptona de Carne..........cccvevvevieveesesie e 10g
LeCiting de SOJa......ccccuveieriiieiie e 29
Cloreto de SOUI0........ccoevrircineieieeseeeeie e 0.299
Cloreto de CAlCIO.........cocveeveieiiie e 0,559
T SO 20g
Agua destilada g.5.p......ccvvvvereereeeeresieens 1000mL

Deteccao de Atividade Elastinolitica
Meio de Elastase (Kothary et al., 1984)

Blastina........coovveiiciiiec e 0,05¢
Yeast carbon base..........cccccvevviiiiiieiiicieee 0,059
Rosa bengala...........ccccocevveiiiiciieie e 0,019
AGAT...ooiieeeeee e, 159
Tampdo borato (0.05 M)......ccccoeviiiiinnnnnns 1000mL

pH final: 7.6
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Agar Sabouraud acrescido de sais + Gema de ovo natural (modificado de Price et al., 1982)



