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RESUMO

Introducédo: Candida albicans é colonizadora da cavidade bucal humana sendo que
em pacientes soropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)/doentes
com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), assume perfil oportunista
causando, dentre outras manifestacdes, a candidiase orofaringea. Nesses
individuos, sdo também isoladas as espécies “ndo albicans”, cuja resposta aos
antifangicos pode variar. Objetivo: Avaliar Candida sp. isolada a partir da microbiota
oral de pacientes soropositivos para o HIV-1/doentes de AIDS e do respectivo grupo
controle e descrever seu perfil de sensibilidade aos antifingicos. Metodologia: As
amostras obtidas a partir da mucosa oral de 52 pacientes e respectivos controles
foram submetidas as analises micro-morfolégicas das cepas. Para a pesquisa
molecular de C. dubliniensis foi utilizada a reagdo em cadeia de polimerase. O perfil
de sensibilidade antifungica foi avaliado por difusdo em disco e por microdiluicéo,
frente & anfotericina B, cetoconazol, itraconazol e fluconazol... Resultados: O indice
de colonizacaol/infeccéo por Candida sp. foi maior no grupo HIV/AIDS comparado ao
grupo controle (p<0,05), sendo C. albicans a espécie mais isolada. A frequéncia de
espécies “nao albicans” foi similar em ambos os grupos, sem deteccdo de C.
dubliniensis. O indice de colonizag&o (Gnica e mista) foi superior entre os pacientes
HIV/AIDS usuarios de proteses em relacado aos néo usuarios (P <0,05). As cepas de
C. albicans isoladas do grupo paciente em relacdo as isoladas do grupo controle
apresentaram maior concentracdo inibitéria minima (CIM) frente ao fluconazol
(P<0,01), menor percentual de sensibilidade dependente da dose (SDD) frente ao
cetoconazol (P<0,1) e maior SDD para o itraconazol (P<0,06). Ja Candida “nao

albicans”, isolada a partir de pessoas saudaveis, mostrou porcentagens maiores de
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SDD frente as mesmas drogas. Nenhuma levedura mostrou resisténcia as drogas
avaliadas sendo unénime também a sensibilidade a anfotericina B. Conclusdes: O
grupo HIV/AIDS é mais colonizado por Candida sp. que 0s soronegativos para esse
virus, sem mudancgas na propor¢do Candida albicans x “ndo albicans”, sendo que as
cepas obtidas a partir de ambos grupos apresentam perfil de sensibilidade
equivalente aos antifingicos testados. C. dubliniensis ndo coloniza/infecta a mucosa
oral dos portadores do HIV/doentes com AIDS ou de controles saudaveis da regido
Noroeste paulista. Portadores do HIV/doentes com AIDS que fazem uso de protese
dentaria tém maiores chances de colonizacdo/infeccdo da mucosa oral por tais
levedu ras, necessitando, portanto, de maior atencéo a saude bucal.

Palavras chave: Candida sp., HIV, microbiota oral, drogas antifingicas.
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ABSTRACT

Introduction: Candida albicans is as a human oral cavity colonizer. However, for the
human immunodeficiency virus (HIV) serum-positive individuals and/or acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS) patients, it assumes opportunistic profile
causing, amongst other clinical manifestations, oropharyngeal candidiasis. In the
population, it is also isolated a group of species named Candida “non-albicans”,
whose response in the presence of antifungical drugs can diverge. Objective: To
study Candida sp. oral colonization in HIV-1 carriers/AIDS patients and their
respective group, and describe its antifungal susceptibility profile. Methodology: Oral
cavity samples, collected from 52 patients and respective controls were submitted
micromorphological analysis of the strains. The antifungal susceptibility profile was
evaluated by disc diffusion and by broth microdilution, for the following drugs:
anfotericin-B, ketoconazole, itraconazole and fluconazole. Results: Candida sp.
colonization/infection index was higher in the HIV/AIDS patients compared to their
controls (p<0.05), and C. albicans was the most isolated species. Candida “non-
albicans” frequency was similar for both studied groups, including C. dubliniensis
absence. Single and mixed species colonization/infection rates were superior among
HIV/AIDS dental prosthesis users in relation to those without such apparatus (P
<0.05). the strains of the C. albicans isolated from the group patient regarding the
isolated in the control group, showed higherthe fluconazole minimum inhibitory
concentration (CIM) (P<0,01), smaller percentages of dose-dependent susceptibility
(SDD) to ketoconazole (P<0,1) and greater ones for itraconazole (P<0,06). Higher
percentages of SDDs to the same drugs were provided by Candida “non-albicans”

isolated from healthy individuals. None of the isolated strains displayed resistant
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phenotype to fluconazole whereas they were all sensitive to anfotericin-B.
Conclusions: The HIV/AIDS group, compared to the HIV serum-negative individuals,
is more often colonized by Candida sp., without changes in the albicans x “non-
albicans” ratio, and also with equivalent antifungal susceptibility profiles. C.
dubliniensis does not colonize/infects the oral cavities of HIV infected subjects/AIDS
patients, or their healthy controls, from S&o Paulo State Northwest region. HIV
carriers/AIDS personnel who make use of dental prosthesis have higher Candida sp.
oral cavity colonization/infection rates, needing, therefore, closest attention to their
oral health.

Key-words: Candida sp., HIV, oral microflora, antifungal drugs.



Sumario

SUMARIO
LISTA DE FIGURAS ..t iii
LISTA DE QUADROS E TABELAS ..o %
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ......ocoiiviiiiceeieececeeeeeete e Vi
RESUMO . ..ot e e e e e e e viii
A B ST R A T et e et e e e e e e X
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt et esaeeaeeae e 2
1.1. Espécies de Candida de interesse MEdiCO...........ccceevieeeiiiiiiiiiiiiiie e, 4
1.2.2. A MICIODIOTA OF@l.......eiiiieiiiiiee et 7
1.1.2. Candidiase oral X AIDS ........coooiiiiiiiiiiee e 8
1.2. Interacdo de Candida sp. com o0 hospedeiro humano..............cccoeeeeevvvivvvnnnnnn. 13
1.3. Fatores predisponentes para a ocorréncia da candidiase orofaringea........... 16

1.4. A sindrome da Imunodeficiéncia humana adquirida e a candidiase orofaringea

............................................................................................................................... 16
1.5 Terapéutica por Antifangicos e Resisténcia Microbiana ................ccccoeeeeee. 18
1.6. ODJELIVO....coeeeeeeeeeeee e 20
1.6.1. ODJELIVO GBIl ..ot 20
1.6.2. ODbjetivos ESPECITICOS .......ciuiiieiicii et 21
2. CASUISTICA E METODOLOGIA .....ooeieeceeeeeeeeee e, 23
P O 1 1 1 1o - 23
AV =1 F= 1o To] £ Tot= Lo I o [0 N <11 (U o [o B PP 24
2.3. Coleta das @mMOSIIAS . ... i e eeeeeeieies e e e e e e e e e e e e e e eee s 24
2.4. Isolamento e identificag@o das leveduras..........ccccccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 25
2.4.1. I1solamento e identificagio fEeNOtiPICA ........cevvrierieri i 25
2.4.2. Triagem molecular de Candida dubliniensis ..............c.eiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 27

2.5. Armazenamento 0AS CEPAS ....ccuuruuuuiieeeeeieieiiiiiiaa e e e e e eeeeettai e e e e e eeeeesran e aeaaas 29



Sumario

2.6. Testes de susceptibilidade aos antiflNgiCOS...........ccoovvvviiiiiiiiieeiieeece e, 30
2.6.1. Método de difuSA0 €M TISCO......c.eviiiiiiiiieiee e 30
2.6.2. MICTOOHUIGED ... 30

2.7. ANAIISES ESTALISTICAS ....eiviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 32

S RESULTADOS ... 34

G0 I =0 T o U F= o= To I =T (F o = o - U 34
B0 N €1 (] T N o Uod [T o (=SS 34
3.1.2. GIUPO CONTIOIE ...ttt bbb 37
3.1.3. Comparagdo entre 0S grupos eStUdadOS. .........c.covveveieeiierie e 38

3.2. Isolamento de Candida SP. ...cccvvviiiiiiiiiiiiiiiie 39
3.2.1. GrUPO PACIENTE ...ttt bbbttt b e bbb 39
3.2.2. GIUPO CONLIOIE ...ttt ae e nre e 44
3.2.3. Comparagao entre 0S grupos eStUAAdOS..........ccoveieriiririireriee e 45

3.3. Perfil de sensibilidade antifiungica de Candida Sp...........ccccovvvieeiieiiiiiiicineeeenn, 48
3.3.1. DiSCO QITUSAD ...veuveeeiesiieieeiee ettt bbbttt ee b b sbenbenneas 48
TR 01 I O - Tod T (=TSSR 48
3.3.1.2. GIUPO CONMIOI ... 52

4. DISCUSSAOD ...t 66
5. CONCLUSOES ..ottt ettt 86
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oviiieceeceeeeeeeeee e, 87
F Y o =] o T o = 200 R 116
TERMO DE PARTICIPACAO E LIVRE CONSENTIMENTO .....ccccoveeveeiecieeieeeeeene, 116
F Y o =] g o T o = 2R 117
FICHA EPIDEMIOLOGICA. .......ooiviieeeeeeeeeee et 117
F Y o<1 g Vo Lo =T TSRS 119
F Y o =] g Vo o 30 ST SP 120

Critérios para definicdo da sensibilidade aos antifungicos testados por meio do
antifungigrama por diSCO AifUSE0.........cccciiiiiiiiiiiii e 120
F Y o =] g o Lo =T TR SRR 121
Critérios de susceptibilidade aos antifungicos: fluconazol e itraconazol para o teste

A€ MICTOTIUIGED ... 121



Sumario

Y =] o T o= I TR 122
7Y o =] o T o = T 123
Aprovacao trabalho 22/2007 - Revista Panamericana de Infectologia ............. 123

F Y =] o T o = I8 JR 124



1
Introducao

1. INTRODUCAO




2
Introducao

1. INTRODUCAO

Candida sp. é uma levedura pertencente ao Reino Fungi; Divisdo Eumicota;
Filo Deuteromicota; Classe Blastomices; Ordem Criptococales; Familia
Criptococacea, Género Candida. E arredondada e se apresenta predominantemente
em forma unicelular. As espécies de interesse médico caracterizam-se por sua
capacidade de assimilacdo de certos carboidratos (todas as espécies assimilam e
fermentam a glicose), por produzir ureases, por sua acao fermentativa e por néo
utilizarem nitratos. Crescem bem em meios de cultura aerébios e ndo crescem em
anaerobiose estrita, muito embora sejam capazes de produzir colbnias em altas
concentracbes de dioxido de carbono. Suas espécies ndo requerem meios
especiais, pH estrito (entre 2,5 a 7,5 permite seu desenvolvimento) ou temperatura
rigida, variacdes entre 20 graus centigrados (°C) a 38°C sdo satisfatérias a maioria
dos membros desse género, sendo 37°C a temperatura ideal para o crescimento de
Candida albicans (C. albicans) e C. tropicalis. ¥ Dentre seus principais
representantes, apenas C. krusei é capaz de crescer em meios sem vitaminas sendo
que, a grande maioria necessita de biotina para crescer além de outras vitaminas
como: tiamina, pantotenato, vitamina B12, 4&cido nicotinico e acido
paraaminobenzoéico.

Quanto a morfologia, Candida sp. depende do microambiente de crescimento,
e pode se apresentar sob as formas de hifas (estruturas tubulares), pseudo-hifas ou
micélios ou ainda em uma combinacdo de todas essas formas. @ A producéo de
grandes corpos terminais e de paredes grossas, chamados clamidésporos, também
€ um fator relevante na determinacdo da espécie ja que raramente outras espeécies

de significado clinico, que ndo C. albicans, sdo capazes de forma-los. & 2 3 A
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temperatura inferior a 33°C favorece a morfologia da célula leveduriforme simples. A
temperatura elevada e pH geralmente neutro, por sua vez, favorecem o crescimento
de hifas e a conversdo das formas celulares em micélios, via producdo do tubo
germinativo, exclusivo das espécies C. albicans e C. dubliniensis. Esse fendbmeno é
empregado para a distingcdo inicial, no chamado teste de formacdo do tubo
germinativo quando as leveduras sdo desafiadas a produzi-lo em soro humano a
37°C, por um periodo de 1 a 3 horas. @

A parede celular € muito importante no estudo das espécies de Candida, pois €
nessa que estdo localizados os principais fatores antigénicos além de ser o local em
que ocorre a adesdo ao hospedeiro possibilitando a colonizacdo. Além dessas
caracteristicas, nesse envoltério rigido localizam-se os principais fatores de
viruléncia da célula fangica. Essa também constitui uma referéncia para o
desenvolvimento de novos agentes antifungicos direcionados as estruturas dos
fungos, tais como os glucanos e a quitina, que ndo estdo presentes nas células
humanas. ¥ A parede celular fangica mostra-se formada por cinco camadas
diferentes: manoproteina, beta-glucano/quitina, beta-glucano, manoproteina e
estrato fibrilar. Na C. albicans, exteriormente, o extrato fibrilar forma uma capa
protetora relevante quanto a viruléncia, uma vez que favorece a adesdao e a
resisténcia a fagocitose. ©

Um aspecto da biologia de Candida sp. que tem gerado interesse é a
capacidade que essa levedura tem em exibir varias formas de col6nia em
crescimento in vitro. © Por exemplo, uma cepa formadora de coldnias lisas pode
formar colbnias rugosas quando cultivadas em agar. Esta capacidade de converséo

de colbnias lisas a rugosas pode potencializar a invasdo e a proliferacdo em
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diferentes localizacbes e ambientes, pois alteracdes morfoldgicas implicam em

modificacdes na superficie antigénica e favorecem a adesdo a mucosas. ©

1.1. Espécies de Candida de interesse médico

O género Candida possui cerca de 200 espécies, dentre essas a Candida
albicans destaca-se por ser a principal promotora da candidiase. Atualmente, existe
um aumento da incidéncia de infec¢bes causadas por outras espécies de Candida,
como por exemplo, C. glabrata, C. krusei e a mais recentemente descrita C.
dubliniensis. Essas leveduras sao também agentes etiolégicos de micoses
oportunistas em organismos imunodeprimidos. 7 As espécies desse género de
maior importancia para a clinica médica humana séo:

a- C. albicans: componente da flora comensal da mucosa oral, vaginal e trato
gastrointestinal. Principal agente causador de infec¢ao fungica oportunista. O
espectro das manifestacfes clinicas desencadeadas por essa espécie vai
desde infec¢cdes de menor gravidade, como a queratomicose, a onicomicose
ou as vaginites, até as mais severas como a infeccao pulmonar, a enterite, a
esofagite, a endocardite, a meningite, o abscesso cerebral, a artrite, a
pielonefrite, a septicemia, entre outras. Dois sorotipos de C. albicans foram
isolados, 0 A e 0 B, sendo o0 A o responsavel por candidiase na maioria dos
pacientes. Entretanto, em pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia
humana adquirida (AIDS), uma maior variabilidade é notada e tanto o sorotipo

A guanto o B tém sido isolados a partir de focos de infec¢édo por C. albicans;

@)
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C. tropicalis: € a segunda espécie mais frequentemente produtora de
candidiase; ®

C. glabrata — essa espécie vem emergindo ocupando o terceiro lugar de
causadora de candidiases nos tratos: oral, esofageal, vaginal e urinario,
principalmente nos individuos imunocomprometidos. ©9

C. krusei: grande causadora de infecgbes oportunistas em pacientes
neutropénicos e criangcas com diarréia. Tem sido motivo de destaque devido a
resisténcia intrinseca ao fluconazol;

C. catenulata: € uma espécie que raramente responsavel por doenca no ser
humano, porém quando isolada, esta associada as onicomicoses;

C. ciferrii: dificilmente isolada a partir de onicomicoses;

C. dubliniensis: patégeno emergente fenotipicamente semelhante a C.
albicans. Desde a sua descricdo, diferentes estudos epidemiolégicos foram
conduzidos na tentativa de estabelecer sua frequéncia como agente
colonizador e infeccioso em diferentes populacdes, sitios corporais e
espécimes clinicos *% 1% 12

C. gquilliermondii: tem sido identificada como agente causador de
endocardites. Também ¢é a causa de infeccdes em pacientes
imunocomprometidos e submetidos a cirurgia. Seu isolamento em sitios
cutaneos infectados preocupa, uma vez que apresenta resisténcia intrinseca
a anfotericina B; ¢

C. kefyr (anteriormente denominada C. pseudotropicalis): infeccoes
oportunistas do pulm&o e onicomicoses;

C. lusitaniae: agente da candidiase em portadores de imunodeficiéncia tem

sido isolada em hemocultura e a partir do trato gastrointestinal. Também exibe
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resisténcia intrinseca & anfotericina B; ("

k- C. parapsilosis: relacionada aos processos infecciosos advindos de praticas
como: aplicacdo de drogas intravenosas e 0 uso de cateteres intravasculares,
vigéncia da nutricdo parenteral, emprego de solu¢des para irrigacao oftalmica,
dentre outras;

I- C. rugosa: espécie raramente patologica, mas que ja foi isolada em quadros

de fungemia em pacientes com cateteres vasculares e em individuos

imunocomprometidos; @

Em decorréncia de sua semelhanca fenotipica com C. albicans, C.dubliniensis
foi devidamente reconhecida como uma espécie do género Candida apenas em
meados de 1995 em Dublin, na Irlanda ** sendo que foi associada a principio, a
episddios de candidiase orofaringea em individuos portadores do virus da
imunodeficiéncia humana adquirida / doentes com AIDS. Trata-se, portanto, de uma
levedura oportunista fenotipicamente muito semelhante a C. albicans.
Principalmente para portadores do HIV/doentes com AIDS ha uma forte tendéncia
dessa espécie em acarretar candidiases recorrentes.

Embora o meio CHROMagar Candida® seja considerado adequado para
identificacdo presuntiva das espécies de Candida inclusive diante de culturas mistas
e capaz de distinguir espécies como C. tropicalis, C. glabrata, e C. parapsilosis %,
as espécies C. dubliniensis e C. albicans apresentam nesse meio, similaridade de
cores, ou seja, enquanto C. dubliniensis desenvolve coloracdo aproximadamente
verde escuro e C. albicans exibem um tom com tendéncia ao verde claro *2. Outro
teste fenotipico de identificacdo de C. albicans que, também é sugestivo de C.

dubliniensis, é o teste do tubo germinativo o qual é positivo para ambas as espécies
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814 Embora de carater iminentemente presuntivo, outras técnicas fenotipicas sdo
empregadas tais como: assimilagdo e fermentacdo de carboidratos (enquanto C.
albicans é capaz de assimilar D-xilose, a-metil-D-glucopiranoside e DL- lactato, C.
dubliniensis ndo o faz), o uso de kits comerciais para identificacdo tais como o API
ID 32 AUX (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca)™® a incapacidade de C. dubliniensis
crescer em meio Sabouraud hipertonico dentre outras ** 8

Por sua vez, a identificagcdo de C. dubliniensis fundamentada apenas nos
aspectos fenotipicos néo é suficiente para diferenciar esta espécie de C. albicans™.
Recentemente, novas técnicas fundamentadas na biologia molecular e na sorologia
tém sido empregadas para identificacao tanto do género Candida sp. quanto de suas
diferentes espécies. Por sua vez, a metodologia molecular baseia-se nas
caracteristicas genotipicas desta espécie. Sdo utilizadas as técnicas de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) e a amplificacéo randdmica do DNA (RAPD) % 1214,

Esses avancos tém sido Uteis na identificacdo de espécies emergentes e na
compreensdo dos mecanismos de resisténcia aos farmacos. “® No entanto,
predomina na rotina diagnéstica a identificacdo fenotipica classica por meio da

investigacdo macroscopica da colbnica em &gar cromogénico, da pesquisa

micromorfolégica em agar fuba Tween 80 e da obtenc&o do perfil bioquimico ®4 1> 1©

1.1.1. A microbiota oral

A cavidade oral aloja uma grande variedade de microrganismos que Ss&o
repetidamente introduzidos e removidos deste sistema sem comprometer a saude
do individuo. Por sua vez a compatibilidade de permanéncia dessa populacao

microbiana decorre do desenvolvimento de um processo de adaptacdo e
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readaptacdo continuas fundamentados em um controle exercido pelo sistema
imunolégico, o que garante a condicdo sapréfita desses germes. 719

Séo diversos os mecanismos de protecdo que atuam intraoralmente. O epitélio
faz uma barreira fisica e a renovacao epitelial contribui para a defesa. Ja4 a mucosa
oral é lubrificada pela saliva sendo que essa possui funcédo diluente, enxaguatoria,
além de conter fatores antimicrobianos tais como: lisozima, lactoferrin e
lactoperoxidase, 0s quais constituem uma barreira de protecdo contra patdogenos.
Em adicdo, ha o sistema imunoldgico local com funcdo protetora da mucosa, 0
imune secretor, que pode ser estimulado independentemente da defesa sistémica.
(18)

Na microbiota da cavidade bucal as leveduras do género Candida predominam
sobre os demais fungos colonizando, em intensidade crescente, a mucosa jugal, o
palato e a lingua. Calcula-se que em 60% ou mais dos individuos oralmente
saudaveis, é possivel isolar Candida sendo que a espécie C. albicans é responséavel
por aproximadamente 95% do total de isolados. Entretanto, nos ultimos anos, € cada
vez mais comum a presenca das espécies “ndo albicans” como colonizantes da
mucosa oral, especialmente apés a pandemia da Aids. *” 1. A infeccéo acontece
guando a viruléncia do fungo supera a resisténcia do hospedeiro, caracterizando um
desequilibrio entre agente e hospedeiro, e 0 fungo deixa a sua condicédo de saprofita

e passa a exercer a a¢do parasitaria. ¥

1.1.2. Candidiase oral X AIDS

As descricOes de lesdes bucais remontam a época de Hipocrates e Galeno.

Langenbeck, em 1839, foi um dos primeiros a efetuar a documentacdo formal de
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fungos em lesbes bucais humanas. No entanto, foi Berg quem estabeleceu, em
1841, a etiologia fungica da afeccao bucal por meio de experimentos in vivo e, dois
anos depois, Robin denominou o microrganismo isolado Oidium albicans. Desde
entdo, diversos nomes tém sido empregados sendo os principais Monilia albicans e
Candida albicans. ®» J& o primeiro caso documentado de infeccéo sistémica por C.
albicans ocorreu somente em 1940. 2

A candidiase pode ser definida como uma infeccdo micotica causada por
espécies do género Candida. Na cavidade oral, é desencadeada pelo desequilibrio
da microbiota bucal o que favorece a acdo patogénica por parte de microrganismos
que a integram. Entre esses agentes, C. albicans é isolada em porcentagens que
variam entre 30 a 60% e, em menor nimero, sao também detectadas C. tropicalis e
pseudotropicalis, C. parapsilosis, C.stellatoidea, C. glabrata, C.guilliermondi, C.
krusei e C. dubliniensis. 2%

Vérios fatores sdo citados como responsaveis pela ocorréncia da candidiase
orofaringea tais como: crescimento do hospedeiro, perda de dentes, restauracoes,
aparelhos (ortodénticos e protéticos), mudancas de héabitos alimentares, habitos
tabagista e etilista, qualidade da higiene oral, doencas sistémicas, alteracbes
hormonais, certas farmacos locais e sistémicos, como antibiéticos, imunodepressao,
radiacdo e quimioterapia e a presenca de outras infecces. ¢4 2

Uma vez iniciado o quadro infeccioso, a candidiase oral pode se apresentar
nas seguintes formas clinicas:

a- Candidiase aguda pseudomembranosa: caracteriza-se por placas brancas e
cremosas localizadas em qualquer area da mucosa oral (Figura 1). E
observada com maior freqiéncia em criancas, idosos, diabéticos e

imunodeprimidos; ¢ 2"
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b- Candidiase aguda atrofica — apresenta uma area de ulceracéo rasa e extensa
(Figura 2) sem a presenca de membrana aparente, conferindo sensacdo de
queimadura e muita dor; ®

c- Candidiase crbnica atréfica — também chamada queilite angular por
candidiase, caracteriza-se por eritema cronico, geralmente no palato e na
comissura labial (Figura 3) em consequéncia da perda da dimensao vertical
de oclusao, da idade avancada ou pela deficiéncia de complexo B;“®

d- Candidiase cronica hiperplasica ou leucoplasica, por apresentar placas
brancas que ndo se destacam, semelhantes a leucoplasia (Figura 4),
observada geralmente em pacientes usuarios do tabaco. Tem sido associada

com a reducéo local da imunoglobulina A (IgA) salivar. 82

Dentre os sintomas referidos pelos portadores da candidiase incluem-se:
xerostomia, ardéncia bucal, disfagia e queimacdes. Dai deduz-se a morbidade
significativa visto que a candidiase culmina em alimentacdo deficiente, perda de peso
e diminuicdo da qualidade de vida dos individuos acometidos. ®® O portador do virus
da imunodeficiéncia humana adquirida (HIV) é cliente em potencial dos consultorios
dentéarios, jA que é na boca que normalmente surgem as primeiras manifestacdes

relacionadas a imunodeficiéncia gerada pos-infecgéo por esse virus.
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Figura 1: Cavidade oral mostrando as placas
brancas, caracteristicas da candidiase
pseudomembranosa aguda.

Figura 2: Cavidade oral de um individuo portador
da candidiase pseudomembranosa crbnica. A
seta aponta para a lesdo ulcerativa tipica dessa
condigéo.
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Figura 3: Aspecto do palato superior afetado pela
candidiase crbnica atroéfica.

Figura 4: Placa branca no centro da lingua em
cavidade oral de paciente acometido pela
candidiase crbnica hiperplasica.

A microbiota oral de individuos imunocompetentes é diferente daquela dos
portadores do HIV e/ou pacientes com AIDS no que tange a populacdo fungica uma
vez que apresentam um aumento quantitativo e qualitativo substancial das espécies

que a compde. Y



13
Introducao

O aumento da incidéncia de candidiase oral por diferentes leveduras do género
Candida sp. ** % 32 33 & consequéncia, principalmente, do uso difundido de
antibioticoterapia de largo espectro de acédo e do desenvolvimento de maior suporte
de vida para os pacientes imunocomprometidos, o que os transforma em alvo das
infeccdes oportunistas. 25313439 aAdemais, ha uma tendéncia crescente em isolar
cepas de Candida “ndo - albicans”, como a C. dubliniensis, em especial nos

pacientes infectados pelo HIV/doentes com AIDS, (122 36-39)

Conhecimentos sobre a infeccdo pelo HIV tornaram-se exigéncias importantes
para os profissionais responsaveis pelos cuidados com a satde oral. © A
susceptibilidade as infec¢des oportunistas nesses individuos depende do grau da
imunossupressao determinada pelo virus. De modo geral, as infec¢des oportunistas
comecam a aparecer quando a contagem de linfécitos TCD4+ est4 abaixo de 300

células para cada milimetro (mm?®) de sangue. “%

Nos pacientes infectados pelo HIV as lesGes por Candida apresentam uma
maior gravidade e uma resisténcia ao tratamento convencional. As lesdes bucais
sdo muito mais extensas e podem disseminar-se para o es6fago. Por sua vez, a

presenca de candidiase esofagica confere prognéstico ruim. ¢ 3V

1.2. Interacéo de Candida sp. com o hospedeiro humano

A capacidade do género Candida em produzir enfermidades depende mais das
condi¢cbes imunologicas do hospedeiro do que propriamente de fatores de viruléncia
dos fungos, o que os caracterizam como oportunistas. @ Dai a necessaria
associacdo entre os fatores inerentes ao hospedeiro e aqueles especificos do

patégeno para estabelecimento da infecgéo. & 2% 4142 Algumas das particularidades
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fungicas, em especial para os representantes patogénicos ao homem do género

Candida, e dos elementos de resposta imune j& foram descritos, entre eles:

Adesao

A ades@o as mucosas é um passo necessario para a colonizacdo que antecede
a infeccao, tanto local quanto disseminada. Diversos pesquisadores ja observaram
que guanto maior a capacidade de ades&o maior a viruléncia da espécie. ¢4

Sao varios os mecanismos e fatores que determinam a adesédo da Candida sp
as diferentes superficies. As glicoproteinas, estruturas presentes na superficie da
parede fangica, em especial as classificadas como manoproteinas, tém um papel
importante nesse processo. Ja os receptores presentes nas células do hospedeiro,
gue favorecem a adesao da célula fungica séo: a fibronectina de superficie celular e
a fibrina. Outros fatores que também contribuem para a ligacéo tecidual da levedura
sdo: a hidrofobia da superficie celular do fungo, o pH, a temperatura, o fenétipo da
célula do hospedeiro, a presenca de diabetes, a utilizacdo de medica¢des tais como
contraceptivos orais, dentre outras. “%

Sabe-se que C. albicans € hidréfila quando cresce a 37°C, mas pode
rapidamente tornar-se hidrofoba dependendo das condi¢cbes do meio como, por
exemplo, a exposicdo de sua superficie a proteinas hidrofobas. Por sua vez, os
neutrofilos polimorfonucleares sdo capazes de destruir as leveduras hidrofobas

dessa espécie, mas ndo as hidrofilas. Logo, as condicbes de hidrofilia sdo mais

favoraveis para o processo de adesdo da Candida sp. as mucosas. “®
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Invasao

O segundo passo na patogenia de Candida sp. apds a adesao, é a invasao do
epitélio. As hifas e tubos germinativos penetram na membrana das células epiteliais,
provavelmente com o auxilio de enzimas secretoras. Essas enzimas podem ser de
dois tipos: proteinases, que hidrolisam as unidades peptidicas e fosfolipases, que
hidrolisam os fosfoglicerideos. Uma vez nas células epiteliais, os microrganismos

continuam os processos de germinacéo e crescimento. “%

Defesa

As células T e a imunidade de mediacdo celular constituem os principais
mecanismos de defesa contra as infeccdes das mucosas por C. albicans ® enquanto
os linfécitos sdo as células de protecdo contra as candidemias e as candidoses
sistémicas. A diminuicdo acentuada das células T, nomeadamente do tipo TCD4",
contribui decididamente para a localizagéo superficial, nas mucosas, das infec¢oes
por C. albicans. ¥ Como resultado a invasdo do patégeno as células epiteliais do
hospedeiro h& uma resposta inflamatoéria, isto considerando o individuo
imunocompetente. Por outro lado, com o sistema imunologico debilitado, este
processo inicial de invasao tecidual pode passar despercebido devido a auséncia de

uma reacao inflamatdria local. @

Modulacéo da defesa

A influéncia de produtos e/ou estruturas fungicas em defesas do hospedeiro &
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um fator importante a ser considerado na patogénese das infec¢des por Candida sp. A
funcao dos neutrofilos pode ser alterada por substancias liberadas por hifas e pseudo-
hifas. Uma diminuicdo da quimiotaxia e da capacidade de fagocitose das hifas de
Candida sp. por parte dos neutrofilos ja foi relatada e essa acéo inibitoria pode estar
relacionada com a presenca de proteinas de baixo peso molecular, localizadas na
parede celular das leveduras. ¥ Ja os glicanos, também situados na parede celular,
prejudicam a capacidade de ligacdo dos neutréfilos. ®® Ha ainda uma falta de
reatividade das células T aos antigenos de C. albicans, caracteristica de pacientes

com candidiase mucocutanea cronica. ©% 4"

1.3. Fatores predisponentes para a ocorréncia da candidiase orofaringea

A candidiase € uma patologia que ocorre mediante reducdo das defesas do
individuo acometido. Geralmente, os fatores que favorecem o desenvolvimento da
infeccdo associam-se a dieta, iatrogenia e ao trauma mecanico **. Assim, préteses
adaptadas inadequadamente e a ma higiene oral propiciam maiores chances para a
penetracdo e posterior colonizacdo das leveduras do género Candida. As proteses
dentarias podem induzir ao decréscimo do pH do meio e propiciam condi¢cfes
anaerobias em decorréncia da diminui¢cao do fluxo de oxigénio e também de saliva

na regiéo que favorece o desenvolvimento das leveduras “**44°,

1.4. A sindrome da Imunodeficiéncia humana adquirida e a candidiase
orofaringea

Em 1981, o Centro para o Controle de Enfermidades (CDC), de Atlanta emitiu

um boletim chamando a atencdo sobre uma sindrome até entdo desconhecida que
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acometia um grupo de jovens, brancos, homossexuais, residentes em Nova York,
Los Angeles e Sao Francisco. Em mar¢co do mesmo ano, Gottlieb e colaboradores,
publicaram um trabalho no qual descrevem uma série de casos de pneumonia pelo
fungo Pneumocystis carinii além da candidiase de mucosa que acometiam uma
populacdo em especial: 0s homossexuais. A partir deste momento, reconheceu-se a
sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (SIDA/AIDS) como sendo uma
nova entidade nosoldgica. “®

Desde entdo a AIDS avancou e tornou-se uma pandemia mundial
(redundante). Somente em 2005, havia em todo o mundo 38,6 milhdes de pessoas
infectadas com o HIV, dos quais 2,8 milhdes foram a Obito pela doenca.
Aproximadamente 11.000 novos casos de AIDS aconteceram por dia no ano de
2005 sendo que mais de 95% das notificacdes ocorreram a partir de paises de baixa
e média renda financeira.

Diversos estudos evidenciam que a AIDS esta associada as multiplas infeccdes
oportunistas, entre as quais as fangicas. @ ** % %952 Ag candidoses orais,
esofagicas, bronquicas e pulmonares foram precocemente reconhecidas como
importantes marcadores universais de infeccdo pelo HIV. Nessas afeccdes, Candida
albicans é a espécie mais frequentemente isolada, todavia a emergéncia de
espécies “ndo-albicans” tem sido referida por diferentes autores. © 4% 435953 piante
dessa realidade é fundamental conhecer a microbiota oral, tanto de individuos saos
guanto imunocomprometidos, bem como a biologia e a patogenia das espécies de
Candida isoladas, a fim de aperfeicoar o diagndstico e a terapia das infeccdes

decorrentes.
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1.5 Terapéutica por Antifungicos e Resisténcia Microbiana

S&do quatro as classes de farmacos disponiveis na terapéutica de infeccdes
fungicas: os derivados poliénicos, derivados pirimidinicos, o grupo dos azois e as
equinocandinas. Os poliénicos e os azolicos sdo medicacdes que atuam na
membrana celular fungica, os derivados pirimidinicos impedem a sintese do acido
dexorribonucleico (DNA) e do acido ribonucléico (RNA) no nucleo da célula fungica e
as equinocandinas, por sua vez, atuam especificamente na parede celular,
impedindo a formacdo da mesma. As equinocandinas tém ac¢éo fungicida enquanto
os azélicos e os pirimidinicos apresentam efeito fungistatico. ¢+ 5

A anfotericina B é o principal representante do grupo dos poliénicos. Tem um
amplo espectro de atividade (leveduras, fungos micelares, oportunistas e fungos
patogénicos) e devido a sua alta eficacia € classificada como padrdo ouro no
tratamento de micoses profundas. Entretanto, seu uso € limitado devido a alta
toxicidade. Logo, ha grande interesse no desenvolvimento de formulagbes que
mantenham a sua atividade com melhor tolerancia. ©®® *” J& os medicamentos
azolicos, especialmente o fluconazol e o itraconazol, possuem boa
biodisponibilidade e baixa freqiéncia de efeitos adversos. Porém, esses
medicamentos possuem certa limitacdo de uso devido a ineficacia contra fungos
filamentosos e algumas espécies de Candida que apresentam resisténcia intrinseca
aos mesmos. %5759

Nos pacientes com a doenca AIDS manifesta, apesar do sucesso ha
terapéutica, ha o risco de ocorrer falha quando o uso desse antifungico estende-se

por longos periodos. ®& %% pe fato, Morschhauser et al. ©®, observaram na analise

de isolados de C. albicans, obtidos a partir de pacientes com infecgdes recorrentes,
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que a resisténcia ao fluconazol ocorre nas mesmas cepas que antes eram
suscetiveis a essa droga. Ademais, diferentes estudos foi verificado que as cepas de
C. albicans sdo substituidas por outras espécies, com diferentes perfis de
sensibilidade, ao longo da exposicdo do paciente a droga. ©¢7-5?)

A falha terapéutica aos medicamentos antifungicos depende tanto de fatores
inerentes ao hospedeiro quanto da droga utilizada, além das -caracteristicas
peculiares da resposta da espécie e/ou cepa em questdo ao farmaco utilizado. ©”
Tal ocorréncia pode ser verificada na pratica clinica ou ainda in vitro. A resisténcia
de verificacdo clinica pode ser resultado do baixo nivel de medicamento no tecido e
na corrente sangiinea, em virtude tanto da interacdo medicamentosa quanto pela
deficiéncia imunoldgica. J4 a resisténcia in vitro geralmente € secundaria, ou seja,
cepas susceptiveis tornam-se resistentes devido a um contato anterior com a
medicacao antif(ngica. %5758 64

O conhecimento dos mecanismos moleculares de resisténcia microbiana aos
distintos grupos de antifiingicos € essencial a construcao de estratégias adequadas
de planejamento do esquema terapéutico e também ao desenvolvimento de novos
medicamentos. ®7 6265

Os episadios recorrentes de candidiase orofaringea associados ao tratamento
prévio com antifungicos sédo importantes fatores de risco para o aparecimento de
resisténcia secundaria aos azélicos, principalmente em relacdo ao fluconazol. ©®
Acrescida a questdo da resisténcia adquirida esta a possibilidade de infeccéo por
espécies cuja resisténcia a droga utilizada é intrinseca, como é o caso de C.

glabrata e C. krusei, intrinsecamente resistentes ao fluconazol, e de C. lusitanae e C.

guilliermondii, que sédo naturalmente menos sensiveis a anfotericina B.(64-66)



20
Introducao

Além disso, foi observada uma tendéncia de substituicdo das cepas de C.
albicans por espécies “nao albicans” em pacientes soropositivos para o HIV,
principalmente entre aqueles que sado submetidos a longos periodos de tratamento
com drogas antifungicas. Nesse tdpico, chama a atencdo a observagcdo de que C
dubliniensis tende a substituir C. albicans em pacientes com AIDS e candidiase
orofaringea que foram previamente tratados com fluconazol. ¢

Alguns pesquisadores defendem a idéia de que a resisténcia de Candida sp.
aos medicamentos do grupo dos azois deva-se a uma pressao seletiva ocasionada
pelo uso dessas drogas na profilaxia ou no tratamento da candidiase e da
candidemia. Por isso, diante das evidéncias que sugerem falhas terapéuticas, ha a
necessidade de mensurar a sensibilidade das cepas isoladas a partir do foco de
infeccao frente as drogas antiftingicas disponiveis. ¢

Por fim, uma vez que o isolamento dos agentes leveduriformes do género
Candida sp. tem fornecido resultados que mostram importante mudanca qualitativa
nas espécies que compde a microbiota oral e considerando-se o distinto perfil de
sensibilidade antifungica das mesmas, a identificacdo da espécie deve ser

considerada antes mesmo do inicio da terapia empirica. & 23 32.46)

1.6. Objetivo
1.6.1. Objetivo Geral
Considerando o0 acima exposto o presente estudo teve por objetivo avaliar

Candida sp. isolada a partir da microbiota oral de pacientes soropositivos para o

HIV-1 e em doentes de AIDS além do respectivo grupo controle.
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1.6.2. Objetivos Especificos

Constituem objetivos especificos deste trabalho:

a) Determinar e comparar a taxa de colonizacdo / infeccdo por diferentes
espécies do género Candida sp nas populagfes pesquisadas.

b) efetuar a triagem molecular de Candida dubliniensis entre as cepas
fenotipicamente tipadas como C. albicans;

c) comparar, entre 0os grupos estudados, o perfil de sensibilidade antifungica
de Candida sp. isoladas frente as drogas: fluconazol, itraconazol, cetoconazol e
anfotericina B;

d) identificar os possiveis fatores de risco associados a colonizacao/infeccao

por essas leveduras.
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2. CASUISTICA E METODOLOGIA

2.1. Casuistica

ApoOs a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1),
foi efetuada a raspagem da mucosa oral de 52 pacientes portadores do HIV, com a
doenca AIDS manifesta ou ndo, atendidos no ambulatério de Doencas Sexualmente
Transmissiveis (DSTs) ou internados no Setor de Doencas Infecto-Parasitarias do
Hospital de Base de S&o José do Rio Preto, utilizando-se um swab estéril e agua
estéril de transporte. As amostras foram imediatamente encaminhadas ao Centro de
Investigacdo de Microrganismos (CIM) para processamento. Os dados clinicos e
epidemioldgicos foram obtidos a partir dos prontuarios e durante a entrevista, sendo
em seguida anotados em ficha apropriada (Apéndice 2) e posteriormente

registrados em base de dados.

Paralelamente a coleta realizada no grupo de pacientes, foram coletadas
amostras a partir do mesmo numero de individuos saudaveis, recrutados entre
alunos e funcionarios da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto

(FAMERP), pareados por etnia, idade e sexo, para constituir o grupo controle.

O projeto foi elaborado de acordo com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolugdo do
Conselho Nacional de Saude n° 196, de 10 de outubro de 1996) e foi aprovado pelo

Comité de Etica da FAMERP, conforme protocolo n° 5386/2002 (Apéndice 3).



24
Casuistica e Metodologia

2.2. Elaboracéo do estudo

De marco de 2005 a junho de 2006, foram abordados os individuos
soropositivos para o HIV, atendidos e/ou internados no Hospital de Base da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, S&o José do Rio Preto,
SP. Para cada um dos 52 pacientes abordados, foi preenchida a ficha
epidemioldgica compreendendo dados demograficos, epidemiologicos e clinicos,
obtidos em entrevista e/ou a partir do prontuario de cada um.

Para o quesito etnia, considerou-se a avaliacdo visual da cor da pele além da
cor e tipo dos cabelos bem como a ascendéncia até duas geracfes anteriores.

O abuso de bebida alcodlica foi verificado nos doze meses que antecederam a
entrevista. Considerou-se a ingestdo igual ou superior a 30 gramas/alcool/dia como
consumo abusivo, valor esse correpondente a duas garrafas de cerveja, a trés copos
de vinho ou a duas doses de bebida destilada ou aguardente. ©”

A andlise microbioldgica foi realizada no laboratério de pesquisa Centro de
Investigacdo de Microrganismos (CIM) da Faculdade de Medicina de Sao José do
Rio Preto, FAMERP, Sdo José do Rio Preto, SP e no Laboratério de Pesquisas

Micologicas (LAPEMI) da Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul.

2.3. Coleta das amostras

A coleta de material da cavidade oral dos pacientes foi realizada durante a
visita ao setor de internacdo ou durante as consultas ambulatoriais. As amostras
foram coletadas utilizando-se um swab estéril embebido em agua estéril destilada.

Foi efetuada a raspagem de toda a superficie da cavidade oral, incluindo as
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mucosas, palato e lingua. Apds esse procedimento, os swabs foram acondicionados
em tubos estéreis proprios para 0 transporte e encaminhados ao Centro de

Investigacado de Microrganismos (CIM).

2.4. Isolamento e identificacdo das leveduras

2.4.1. Isolamento e identificacdo fenotipica

O material obtido foi semeado a partir do proprio swab em placa de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrosado® (Biobras). As placas foram incubadas em
estufa bacteriologica a 30° C por até 72 horas, sendo verificado o crescimento a
cada 24 horas. ™ Quando observada a producdo de colonias, as mesmas foram
selecionadas quando apresentavam caracteristicas macromorfoldgicas
correspondentes aquelas dos fungos leveduriformes, a saber: coldonias globosas,
ovaladas ou oval-alongadas, de cor branco a amarelada e com ou sem bordas em
franja. ®

Com os objetivos de realizar a identificacdo presuntiva assim como de
investigar a possibilidade de colonizagdo e/ou infecgdo mista, os isolados obtidos
foram ressuspendidos em tubo com agua destilada estéril e semeados novamente
em meio CHROMagar Candida® (CHROMagar Candida Microbiology, Biomerieux
Paris, Franca), com posterior incubacgéo a 30° C, por até cinco dias. A formacgéao das
colénias foi acompanhada a partir de 48 horas de incubacdo, seguida de
diferenciacdo segundo cores e tonalidades distintas para direcionamento da

posterior identificacdo particular. ¢
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2.4.1.1. Provado Tubo Germinativo

Com a finalidade de realizar a triagem fenotipica entre as leveduras das
espécies Candida albicans e C. dubliniensis das demais do mesmo género, as
cepas obtidas foram inoculadas em tubo contendo 0,5 ml de soro humano,
submetido a incubacdo em banho maria a 37° C, por até trés horas..Em seguida,
uma gota da suspensédo de leveduras foi visualizada em microscépio 6ptico (1000X)

para verificar se houve ou ndo formac&o do tubo germinativo. **

2.4.1.2. Prova do Microcultivo

Dada a propriedade de filamentacdo dos fungos apds semeadura em meio
contendo Tween-80, com a formacao de pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras, além
de outras estruturas particulares a cada espécie, foi realizada a prova do
microcultivo como recurso adicional para identificacado das leveduras obtidas. O meio
utilizado foi o agar Corn Meal CM 103® (Oxoid) acrescido de Tween 80 P.S. ®
(Vetec). Com auxilio de uma agulha de niquel-cromo, tocou-se na col6nia e a partir
dai realizou-se trés estrias em paralelo, que foram cobertas com laminula estéril.
Apos 48 a 72 horas de incubacgédo a 25° C, os aspectos micromorfologicos foram

observados por meio da microscopia 6ptica (100X e 400X).

2.4.1.3. Avaliacéo do Perfil Bioquimico

As leveduras cuja identificacdo nao pode ser finalizada com os métodos supra-
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citados, foram submetidas "a analise do perfil bioquimico de assimilacdo e
fermentacdo de carboidratos pelo kit comercial denominado API ID32C AUX
(BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca), segundo instrucdes do fabricante. “® O
resultado final foi expresso em porcentagens para cada uma das espécies isoladas
apo6s insercado dos resultados obtidos em “software” APl ID32C AUX, desenvolvido

pela mesma empresa.

2.4.2. Triagem molecular de Candida dubliniensis

A fim de investigar a presenca de C. dubliniensis dentre as leveduras
fenotipicamente tipadas como C. albicans, foi efetuada a triagem molecular em todos
os isolados pertencentes a segunda espécie e que apresentaram clamiddsporos em
triplets ap6s o microcultivo e/ou perfil biogquimico sugestivo apoés identificacdo pelo
kit API ID32C AUX (Biomérieux, Marcy-I'Etoile, France).

Para tanto, o protocolo de fenol-cloroférmio precedido pela adicdo de pérolas de
vidro (Glass Beads, Sigma) foi realizado para extracdo do DNA gendmico. O mesmo
€ realizado a partir da inoculacdo de colbnias de fungos em meio agar sabouraud
por até 3 dias a 30°C. ApOs esse periodo, as colbnias obtidas sdo transferidas para
um eppendorf de 2ml, contendo 500ul de TENTS. S&o adicionados 200 ul de pérolas
de vidro (previamente separadas e autoclavadas), 500ul de fenol e 500ul de
cloroférmio respectivamente. A mistura € entdo agitada no vortex por 2 minutos e
centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos. A seguir remove-se a fase superior com
pipeta automatica para um novo eppendorf (2ml) previamente identificado e
adiciona-se 500ul etanol 100% ( Merck ) gelado. Entdo precipita-se o DNA a -20°C

por uma hora (ou overnight ) e faz-se a centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 minutos.
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Decorrido o tempo, o sobrenadante é descartado por inversdo. O pellet é
ressuspenso batendo de leve no tubo, em 500ul TE com RNAse na concentracao
de 50ug/ml . Incuba-se a 37°C por 30 minutos em banho-maria e a seguir, adiciona-
se 500ul de fenol, 500ul de cloroférmio respectivamente e centrifuga-se a 13.000
rpm por 15 minutos. A fase aquosa é transferida com pipeta automatica, para novo
eppendorf de 1,5ml previamente identificado. Para a precipitacdo adiciona-se 20ul
de NaCl (5M), 500ul etanol 100% (Merck) gelado e submete-se a - 20°C por uma
hora (ou overnight). Apds esse tempo, centrifuga-se a 13.000 rpm por 15 minutos. A
seguir descarta-se 0 sobrenadante por inversdo. No tubo adiciona-se 500ul de
etanol 70% ( Merck ) gelado e entdo centrifuga-se a 13.000 rpm por 15 minutos.
Novamente o sobrenadante é descartado por inversao.
Para a eluicdo, o DNA é ressuspenso em 40ul de TENTS (batendo de leve no tubo).
O armazenamento é feito no préprio tubo a — 20°C.

®3 Apés, para distinguir C. albicans de C. dubliniensis baseando-se na
diferenca das sequéncias génicas espacadoras transcritas internas 1 (ITS1) e 2
(ITS2) e do DNAr 5,8S fungico, foi realizada a PCR-RFLP (PCR-polimorfismo do
comprimento dos fragmentos de restricdo), segundo previamente publicado 'V, com
modificagdes. Resumidamente, em tubo “eppendorf” atingindo volume final de 50 pl
foram adicionados: tampado de PCR 1X (Tris-HCI 10mM, KCI 50 mM, pH 8,3;
Invitrogen), 1,5 mM de cloreto de magnésio, 200 nM de cada primer , 50 uM de
solucéao de dNTPs, 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 5 pul de DNA gendémico e
agua millipore (Milli-Q) destilada, esterilizada. Todos os experimentos incluiram o
DNA de C. tropicalis como controle externo e negativo da restricdo enzimética e
DNA de C. dubliniensis, como controle positivo. Adicionalmente, foi acrescentado um

tubo contendo somente 0 mix de reacao para verificacdo de possivel contaminacéo
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dos reagentes. Os produtos da PCR foram visualizados em transiluminador com
raios ultravioletas (UV) em gel de agarose 2% (GIBCO-BRL) corado com brometo de
etideo (GIBO-BRL), apos eletroforese em voltagem constante de 110 V por 40
minutos.

Os produtos da PCR foram entdo submetidos a incubacdo conjunta com a
enzima de restricdo Mwol (New England Biolabs, Canada) por 2 horas a 60 °C e,
apos, visualizados em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo sob

iluminacéao UV.

2.5. Armazenamento das cepas

Todas as cepas obtidas a partir da raspagem da mucosa oral de pacientes
soropositivos para o HIV e/ou doentes com AIDS e demais individuos do grupo
controle, foram armazenadas em tubos de ensaio de 125 x 10 mm, com tampa de
rosca, contendo aproximadamente cinco ml de Agar Sabouraud Dextrosado®
(Biobras) e incubadas em estufa bacteriolégica a 30°C. A cada dois meses essas
cepas foram repicadas em camara de fluxo laminar, com o objetivo de manutencéo
da micoteca formada. Com a mesma finalidade, o congelamento das mesmas foi
também realizado através do repique e inoculacdo em tubos de criopreservagdo com
capacidade de 1,5 ml, contendo meio especifico para o congelamento de fungos.
Cada cepa foi congelada em triplicata, sendo que apds dois meses em freezer a -

20°C, dois tubos foram transferidos para o freezer a -70°C do CIM-FAMERP.
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2.6. Testes de susceptibilidade aos antifungicos

Os meétodos de disco difusdo e microdiluicdo foram empregados para a
obtencdo do perfil de sensibilidade aos antifingicos das cepas de Candida sp.

isoladas durante este estudo.

2.6.1. Método de difusdo em disco

Para realizacdo da técnica em disco difusdo (M44-P, NCCLS - National Committee
for Clinical Laboratory Standards), foi preparada de cada isolado fuangico uma
suspensdo em solucdo salina (0,85%) com turbidez equivalente ao tubo 0,5 da
escala de MacFarland. Apés, realizou-se a semeadura em agar Muller Hinton (Difco)
acrescido de azul de metileno (Synth) e dextrose (Chemeco), seguida da adicdo dos
discos (Cecon®) contendo as seguintes drogas: fluconazol, itraconazol, cetoconazol
e anfotericina B. Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa
bacteriol6gica a uma temperatura de 35°C por até 72 horas, sendo que a cada 24
horas efetuou-se a medida do halo de inibicdo. ® Os critérios de resisténcia,
sensibilidade intermediaria e sensibilidade foram estabelecidos segundo o protocolo
padronizado, descrito pelo NCCLS ( National Committee for Clinical Laboratory

Standards; Apéndice 4).

2.6.2. Microdiluicéo

Todas as leveduras obtidas durante o estudo foram avaliadas quanto ao perfil de

sensibilidade frente as drogas: fluconazol, itraconazol, cetoconazol e anfotericina B,
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pela metodologia de microdiluichio em caldo, de acordo com as diretrizes do
documento M27-A2 do NCCLS sendo que foram utilizados como cepas padroes:
Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258 . Tais
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micologia da Universidade
Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul.

A partir de um cultivo de 24 a 48 horas da levedura a ser testada, foi preparada
uma suspensao inicial cuja turbidez foi medida em espectofotdmetro, a 530 nm, com
transmitancia ajustada para 90%, equivalendo a uma suspensdo com 1x10°
células/ml. A seguir, para obtencéo do inéculo final contendo 0,5 x 10? células/mL,
foram realizadas diluicbes seriadas em meio RPMI — 1640 (Angus Buffers &
Biochemicals, Niagara Falls, EUA) suplementado com L-glutamina e 20g/L de
glicose, tamponado com solucdo de 0,165M de acido morfolinopropanosulfénico
(MOPS), em pH 7,0, a partir da suspensao inicial.

Os antifingicos, por sua vez, foram diluidos a concentracdes pré determinadas
3 de acordo com os seguintes intervalos: anfotericina B (Bristol-Myers Squibb): de
0,03 pg/mL a 16 pg/mL; cetoconazol (Neo-Quimica): de 0,03 pg/mL a 16 pg/mL;
itraconazol (Jansen Pharmaceutica): de 0,03 pg/mL a 16 pg/mL e fluconazol (Pfizer):
de 0,125 pg/mL a 64 pg/mL. As dez concentracbes de cada antifungico foram
diluidas a 1:5 em RPMI-1640 e aliquotas de 100 pL de cada uma dessas
concentracdes foram dispensadas sequencialmente, cada droga em uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos (Corning Inc. Costar), preenchendo 0s pocos
pertencentes as colunas numeradas de um a dez. A seguir, foram adicionados 100
puL do indculo final a cada po¢co das placas de microtitulacdo contendo as dez
diferentes concentracbes dos antifungicos, chegando-se as concentracdes finais

desejadas.
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Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 35° C, por 48 horas. A
menor concentracdo capaz de induzir a inibicdo em torno de 80% do crescimento da
levedura testada, em relacdo ao poc¢o controle, foi identificada com a CIM para os
respectivos antifungicos testados. Com base em grande acervo de dados do
fabricante de fluconazol, foram estabelecidos pontos de corte para a interpretacao
dos resultados com Candida sp. e fluconazol e também para o itraconazol

(Apéndice 5).

2.7. Andlises estatisticas

Todas as informacdes pesquisadas em entrevista e por meio da consulta de
prontuarios, assim como aquelas resultantes da analise microbioldgica, foram
armazenadas em planilha de dados Microsoft Excel (versdao 2003). As andlises
estatisticas foram realizadas no programa EPIINFO 6 (CDC, Atlanta).

Para obter a independéncia entre as propor¢des foi utilizado o teste do Qui-

quadrado e o teste exato de Fisher. O nivel de significAncia adotado foi de 5%.
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3. RESULTADOS

3.1. Populacéao estudada

3.1.1. Grupo paciente

Um total de 52 individuos soropositivos para o HIV/doentes com AIDS foi
abordado para compor o grupo “paciente” desta pesquisa. A média de idade nesse
grupo foi de 42,71 anos com desvio padréo (s?) igual a 10,37 variando de 22 a 73
anos com maior concentracdo de pessoas entre 40 a 50 anos de idade, para ambos
os sexos (Figura 5). Aproximadamente 61 por cento (%) pertencem ao sexo
masculino e 39% ao sexo feminino e, com relacdo ao grupamento étnico, 21% dos
pacientes foi classificado como negréide e 79% como caucasoéide. Quanto ao local
de residéncia, a grande maioria (92%) residia na cidade e/ou regido de Sao José do
Rio Preto, SP. Pouco mais da metade deles foi abordada durante o periodo de

internacdo enquanto que a outra em ambulatério sendo que, para os primeiros, 0

tempo de hospitalizacdo variou de um a 14 dias com média (f) igual a 6,7 dias. J&
o tempo médio de diagndéstico positivo para o HIV-1 foi de 6,72 anos, variando de
um més a vinte anos. A pesquisa do “status” imunoldgico forneceu contagem de

células TCD4" variando de 2 unidades por milimetro cibico (U/mm?) de sangue a

1130 U/mm?® (X =232,44 e s?=270 U/mm®), enquanto que a média da carga viral foi
de 56260,8 copias do HIV-1/mm? .
Sobre os cuidados com a higiene oral, aproximadamente 42% dos pacientes

declarou ter uma ma qualidade na execucdo da profilaxia dentaria e metade deles
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era usuario de prétese dentaria. Em relacdo ao uso de substancias ilicitas, sete

individuos confessaram consumir drogas injetaveis. J& o habito de ingerir bebidas

14 w/\

12

101

O masculino

@ feminino

o N A O

feminino

20-29 30-39 masculino

40-49
50-59
60-69  70.79

Figura 5:Distribuicdo dos pacientes soropositivos para HIV/doentes com
AIDS segundo a idade e o0 sexo.
alcodlicas de modo abusivo (30gramas/alcool/dia) foi verificado em torno de 29%
dos pacientes.

Sobre o histérico clinico médico-hospitalar, nenhum dos individuos do grupo
“paciente” necessitou de quaisquer tipo de transplante. Porém, em relacdo a
transfusdo de sangue, dez deles (19,23%) foram submetidos a esse procedimento,
pelo menos uma vez. Um total de 27 pacientes necessitou internacdo nos ultimos
doze meses, sendo que 11 desses passaram pela unidade de terapia intensiva (UTI)
pelo menos uma vez no curso da doenca, com média de permanéncia na mesma de
aproximadamente 15 dias (f=14,71 dias).

A candidiase orofaringea (COF) foi verificada em oito pacientes no momento
da coleta. Do mesmo modo, a minoria deles referiu historia pregressa de infecgcédo

por esse patégeno: sete informaram pelo menos um episédio, trés tiveram
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candidiase esofagica, enquanto 34 deles afirmaram nunca terem tido ou ainda que

nao se lembravam (Figura 6).

GRUPO SOROPOSITIVO HIV/DOENTES COM AIDS

O NUNCA
APRESENTARAM COF

6%

13%

B APRESENTARAM COF
COLETA

O EPISODIOS
PASSADOS COF

15%

66%

O APRESTARAM
CANDIDIASE
ESOFAGICA

Figura 6: Distribuicdo percentual do grupo soropositivo para o
HIV/doentes com AIDS de acordo com a manifestacdo atual e/ou
pregressa de candidiase orofaringea (COF) e/ou de candidiase
esofagica.

Cerca de 90% dos individuos soropositivos para o HIV/doentes de AIDS foi
acometido nos doze meses antecedentes ao estudo por diversas comorbidades,
entre elas a Candidiase orofaringea, hipertenséo arterial, hepatite C, herpes zéster,
neurotoxoplasmose, neoplasias, citomegalovirus, hepatite B, herpes simples,
candidiase esofagica e a neutropenia foram as mais frequentes (Figura 7).

No que se refere a terapia antimicrobiana, observou-se que cerca de 60% dos
pacientes foi previamente submetido a terapia antibacteriana, 18 deles a antifungica,

sendo a classe dos azbéis a mais prescrita (33%). Para aproximadamente 27% dos

individuos foi administrada uma associa¢éo entre azdéis e ndo azois. Ja em relacéo a
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terapia antiretroviral, mais da metade (67,3%) utilizava esses farmacos dos quais

46% pertencia a classe dos inibidores de proteases (IPs).

25% 16% 594

4%

6% — 7%

2HTIS% 39 5y 4% 8%

@ CANDIDIASE OROFARINGEA B CITOMEGALOVIRUS
OHIPERTENSAO ARTERIAL O HEPATITE B

B HEPATITE C B HERPES SIMPLES

B HERPES ZOOSTER O MONILIASE ESOFAGICA
B NEUROTOXOPLASMOSE B NEUTROPENIA
ONEOPLASIAS @ OUTROS

Figura 7: Porcentagens de distribuicdo dos pacientes soropositivos para
do HIV/doentes com AIDS por comorbidades apresentadas nos ultimos
12 meses anteriores a inclusdo neste estudo.

3.1.2. Grupo controle

A média de idade do grupo controle foi de 42,71 anos (i:42,71) com desvio
padrdo de 10,47 anos (s?=10,47). Quanto ao género, a maioria (em torno de 61%)
pertence ao sexo masculino e a faixa etaria mais prevalente foi a de 40 a 50 anos de
idade, sendo que aproximadamente 81% dos individuos foi classificado como
caucasoide e os demais como negroéides. Todos residiam em S&o José do Rio Preto.

Cerca de 19% dos entrevistados fazia uso de protese dentaria e 81% realizava,
de modo adequado, sua higiene oral. Quatro individuos referiram habito elitista mas

nenhum deles declarou ser usuario de drogas injetaveis. Apenas um deles é
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portador de diabetes mellitus tipo Il. Aproximadamente 7% do grupo necessitou
internacdo em UTI com tempo médio de permanéncia de oito dias. Nenhum
componente desse grupo apresentou sinais clinicos de CO no momento da coleta e

também nao houve relato de histdria anterior de episédios dessa infeccéo.

3.1.3. Comparacdao entre os grupos estudados

O maior indice no uso de proétese dentaria foi verificado no grupo HIV/AIDS que

também realizava higiene bucal de modo insatisfatério (Qui-quadrado, P = 0,019

Figura 8).

ndo usa prétese/HO insatisf.

nao usa prétese/HO satisf.
O paciente

usuario protese/HO satisf. B controle

usuario protese/HO insatisf.

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 8: Caracterizacdo percentual de pacientes e individuos do grupo
controle, segundo o uso de protese dentaria e qualidade da higiene oral
(HO) como sendo satisfatéria (satisf.) ou insatisfatéria (insatisf.).

Além disso, 0 mesmo grupo apresentou maior frequéncia de etilistas (Qui-

quadrado, P = 0,011), o que ocorreu também em relacdo ao uso de terapia
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antimicrobiana (cerca de 63% em pacientes versus 2% grupo controle) e

antiretrovirais (84,5% em pacientes versus zero grupo controle (Tabela 1)

Tabela 1. Caracteristicas soOcio-demograficas e clinico-epidemiolégicas dos
portadores do HIV-1/doentes com AIDS e respectivos controles.

Pacientes Grupo Controle

Variavel (n=52) % (n=52) % P
Higiene Oral

Satisfatoria 30 57,6 42 80,7 0019"

Insatisfatoria 22 42,4 10 19,3 '
Prétese Dentéria

Sim 26 50 10 19,2 «

N0 26 50 42 go.g 0002
Uso de Drogas Injetaveis

Sim 7 13,5 0 0 .

Nao 45 86,5 52 100 0,006
Etilista

Sim 15 28,8 4 7,6 \

Nao 37 71,2 48 92,3 0,011
Candidiase Orofaringea

Sim 8 15,4 0 0 .

Nao 44 84,6 52 100 0,005
Internagao (prévia ou atual)

Sim 27 51,9 4 7,7 *

Néo 25 48,1 48 92,3 <0.001
Terapia Antimicrobiana®

Sim 33 63,5 1 1,9 *

Néo 19 36,5 51 9g1 <0.001
Uso da HAART

Sim 35 67,3 0 0 «

N&o 17 32,7 52 100 <0.001

"Antibacterianos e/ou Antifingicos
*Qui-quadrado
**Teste Exato de Fischer

3.2. Isolamento de Candida sp.

3.2.1. Grupo Paciente

O indice de colonizacaol/infec¢cdo por Candida sp. entre os pacientes foi de

aproximadamente 77% (n=40). Das 46 cepas isoladas, 36 (78,3%) foram

identificadas como C. albicans e 10 (21,7%) como Candida “ndo albicans” as quais



40
Resultados

foram assim tipadas: duas cepas de C. krusei, duas de C. inconspicua, duas de C.
tropicalis, duas de C. dubliniensis e, finalmente, uma como C. guilhermondii e uma
como C. famata. No entanto, as duas cepas com perfil fenotipico sugestivo de C.
dubliniensis (clamidésporos em triplets e/ou perfil bioquimico em API 20IDAUX)
pertencem a espécie C. albicans, conforme determinado pela metodologia molecular

de PCR-RFLP (FIGURA 9).

FIGURA 9: Padroes de RFLP dos produtos de PCR do DNA
codificador do RNA ribossémico (DNAr) 18S e 5,8S e regido
espacadora transcrita interna 1 (ITS1) de Candida sp. 1: Marcador de
peso molecular “100 bp DNA Ladder” (Gibco-BRL); 2 e 3: Candida
albicans (CA) com perfil fenotipico de C. dubliniensis; 3 e 4: CA
(controle positivo) e 5: C. dubliniensis (CD; controle positivo). CA = 3
bandas com 141, 184 e 261 pares de bases (pb) e CD = 2 bandas com
325 pb e 265 pb (seta vermelha). Os produtos do RFLP foram
visualizados sob iluminacdo UV apés eletroforese em gel de agarose
25 corado com brometo de etideo.

As duplas colonizagbes foram verificadas em aproximadamente 17% desses
pacientes que estiveram colonizados e/ou infectados por Candida sp. tendo sido

observadas as seguintes associacdes: C. krusei + C. dubliniensis (cerca de 14%), C.
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albicans + C. dubliniensis (cerca de 14%), C. albicans + C. krusei (cerca de 14%), C.
albicans "+ C. guilhermondii (cerca de 14%), C. albicans + C. famata (cerca de 14%)
e, por fim, C. albicans + C. inconspicua (cerca de 30%).

Foi possivel constatar que o0s pacientes internos estiveram mais
colonizados/infectados em relacdo aos néo internos (p<0,002), (Figura 10) sendo
que, dentre os hospitalizados, cerca de 81% (22) era portador de Candida sp. Dentre
esses, cerca de 23% apresentou candidiase oral no momento da coleta. Por sua
vez, a partir da mucosa oral dos pacientes internados ndo acometidos pela
candidiase oral no momento da coleta (n=17), foram isoladas cepas colonizantes de
C. albicans em quinze deles e, em um outro, C. tropicalis, ao passo que para um
paciente foram obtidos isolados de Candida “n&o albicans” em colonizagdo mista (C.
albicans + C. guillermondii).

J& nos portadores do HIV/doentes com AIDS néo internos (25), 72% estava
colonizado (16) ou infectado (2) por Candida sp. Nesses ultimos, foram isoladas C.
albicans e C. tropicalis, respectivamente, ao passo que naqueles oralmente
saudaveis, foram obtidas as seguintes espécies: C. albicans em doze deles, C.
tropicalis em um paciente e duplas colonizacfes por Candida sp. em trés outros (C.

albicans + C. famata, C. albicans + C. krusei, e C. albicans + C. inconspicua).
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Figura 10: Colonizacao/infeccdo por cepas de Candida sp. em numeros
absolutos nos pacientes soropositivos para o HIV/doentes com AIDS,
internos e nao internos.

3.2.1.1. Candida sp. versus caracteristicas clinico epidemioldgicas

Dos pacientes que estavam colonizados/infectados somente por C. albicans,
aproximadamente 63% era interno, 19% apresentava manifestacées clinicas de
candidiase orofaringea, 63% era usuario de prétese dentaria, 60% realizava a
higiene oral de modo satisfatorio, 22% era usuario de drogas injetaveis, 22%
possuia habito etilista, 84% fazia uso de farmacos antiretrovirais, 56% estava sob
tratamento com antibiéticos e 44% com antifiUngicos. Dentre 0s que consumiam
bebidas alcodlicas abusivamente (15), sete estavam colonizados e dois infectados
por Candida sp.

Somente dois individuos soropositivos para o HIV/doentes com AIDS estiveram
colonizados por uma Unica espécie de Candida, a C. tropicalis. Esses dois
componentes do grupo paciente ndo eram internos, ambos do sexo masculino, um

era usuario de prétese dentaria e o outro ingeria bebida alcodlica de modo abusivo.
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No entanto, os dois ndo realizavam a higienizacdo da cavidade bucal
adequadamente (insatisfatoria), ndo eram usuarios de drogas injetaveis, néo
apresentavam histéria pregressa de infeccdo orofaringea por Candida sp., faziam
uso de terapia antiretroviral e, por fim, estavam em vigéncia de antibioticoterapia.

Trinta e cinco individuos do grupo paciente (aproximadamente 67%) faziam
terapia antiretroviral, sendo, que desses, vinte e oito foram colonizados por C.
albicans (cerca de 80%) e quatro (cerca de 9%) por “ndo albicans”. Dos 23 pacientes
submetidos a antifungicoterapia, vinte e dois (aproximadamente 96%) foram
colonizados por C. albicans e um apresentou colonizagédo por associacdo de duas
espécies desse género (C. albicans e C. inconspicua). No total, dos 19 pacientes
que foram submetidos a tratamentos por antiretrovirais e antifungicos
simultaneamente, (cerca de 95%) dezoito deles foram colonizados por cepas de
Candida sp., sendo que apenas um deles (cerca de 5%) foi colonizado por espécie
“nao albicans” (C. inconspicua).

Dos individuos soropositivos para o HIV/doentes com AIDS que apresentaram
dupla colonizacdo por Candida sp., metade € do sexo masculino, metade era
usuaria de prétese dentaria, cerca de 33% estava interno, 33% realizava a
higienizag&o oral de modo inadequado, 67% consumia bebidas alcodlicas de modo
abusivo, 33% manifestava candidiase oral no momento da coleta, 67% foi submetido
a antibioticoterapia, 33% a antifungicoterapia e 67% estava medicado com drogas
antiretrovirais.

As cepas de C. inconspicua foram isoladas a partir de dois pacientes sendo um
interno e o outro ndo, ambos néo portadores de protese dentaria, consumidores de
bebidas alcodlicas abusivamente e sob tratamento com antibioticoterapia. No

entanto, ndo faziam uso de medicacgdes antifungicas. A cepa de C. famata foi isolada
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a partir da mucosa oral de um homem soropositivo, atendido em ambulatorio,
usuario de protese dentéaria, que havia referido boa higienizacéo oral e uso abusivo
de bebida alcodlica e, ainda, que estava sob uso de antiretrovirais. C. guilliermondii
foi isolada a partir da raspagem ambulatorial da mucosa de um individuo do sexo
masculino que nao utilizava préteses orais e realizava a higienizacéo bucal de modo
adequado (bom), ndo utilizava drogas injetaveis ou bebidas alcodlicas e estava em
antibioticoterapia.

Os dois individuos soropositivos para o HIV/doentes com AIDS colonizados por
C. krusei eram usuarios de protese dentaria e realizavam a higienizacdo oral de
modo razoavel a bom, néo referiram habito etilista, ndo utilizavam drogas ilicitas e

um deles estava em terapia antiretroviral.

3.2.2. Grupo controle

A partir da mucosa oral dos individuos do grupo controle foi possivel o
isolamento de 29 cepas de Candida sp., caracterizando um indice de isolamento de
50%. As cepas isoladas foram assim tipadas: 23 (79,31%) como C. albicans, trés
(10,34%) como C. glabrata; uma (3,5%) como C. tropicalis; uma (3,5%) como C.
parapsilosis e uma (3,5%) como C. famata. Nenhuma apresentou perfil fenotipico
sugestivo de C. dubliniensis) (clamidosporos em triplets e/ou perfil bioquimico em kit
API1 1D32C AUX).

Em 12% dos individuos colonizados foram isoladas, concomitantemente, duas
espécies de Candida sp., ocorrendo as seguintes associac¢des: C. albicans + C.

glabrata em dois deles e C. glabrata + C. parapsilosis em um outro.
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3.2.2.1. Candida sp. versus caracteristicas clinico epidemioldgicas

Dentre os individuos saudéveis portadores de colonizacdo simples por C.
albicans, cerca de 20% usava prétese dentaria, 39% realizava a higienizagéo oral de
modo razoavel a bom, 4% referiu habito etilista, enquanto a mesma porcentagem
relatou internacdo prévia em UTI. Contudo, nenhum deles mencionou tratamento
anterior com antibiéticos e/ou antifingicos.

Duas pessoas estavam colonizadas unicamente por Candida “ndo albicans”
(uma por C. tropicalis e a outra por C. famata), uma delas portadora de prétese
dentaria e a outra de diabetes tipo Il, ambas com higieniza¢éo oral considerada ruim.
N&o utilizavam drogas injetaveis e/ou bebidas alcodlicas e ndo faziam uso de
antibioticoterapia ou antifungicoterapia na ocasiao da coleta.

Dos trés individuos que apresentaram colonizacdo mista por Candida sp.,
nenhum fazia uso de préteses orais, no entanto, os seguintes fatores foram
referidos: etilismo, internacdo em UTI e transfusdo sangilinea em periodo anterior a

pesquisa.

3.2.3. Comparagéo entre os grupos estudados

O indice de colonizacaol/infec¢do por Candida sp. foi maior no grupo HIV/AIDS
comparado ao grupo controle (p<0,05). Para ambos 0s grupos a espécie mais
isolada foi C. albicans (em torno de 79% para ambos os grupos). A frequéncia de
colonizagédo mista por Candida sp. na mucosa oral foi por volta de 21% para os dois
grupos, sendo que a espécie C. albicans esteve presente em aproximadamente 86%

das associacbes (C. albicans + C. “ndo albicans”) dos pacientes duplamente
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colonizados/infectados e em aproximadamente 67% dos individuos do grupo

controle com colonizacdo mista (Figura 11).

O P N W~ O O N

PACIENTE CONTROLE

OCA + CNA ECNA + CNA

Figura 11 : Numero absoluto de C. albicans isolada em colonizacdo
/infeccdo mista nos grupos paciente e controle. CA: C. albicans, CNA:
Candida “nao albicans”

Verificou-se ainda maior diversidade de espécies “nao albicans” no grupo
paciente em relacdo ao grupo controle (p<0,005), sendo que no primeiro grupo
foram isoladas: C. guillermondii, C.inconspicua, C. tropicalis, C. krusei e C. famata
enguanto que nas pessoas saudaveis: C. parapsilosis, C. famata, C. tropicalis e C.
glabrata.

O indice de colonizacdo (Unica e mista) foi superior entre 0s usuarios de
préteses em relagcdo aos nao usuarios no grupo de pacientes (p <0,05). Ja no grupo
controle o inverso foi observado (p< 0,01, Figuras 12 e 13).

A ocorréncia de manifestagdes clinicas da candidiase orofaringea no momento
da coleta foi superior para os pacientes internos em relacédo aqueles em atendimento

ambulatorial (p<0,0002). Ja o isolamento de Candida “ndo albicans” foi superior no
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grupo de portadores do HIV néo internados em relacédo aos pacientes com AIDS que

estavam internos, sendo p<005.
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Figura 12: Distribuicio em numeros absolutos dos pacientes
soropositivos para HIV/doentes com AIDS que fazem ou ndo uso de
protese dentaria (PD SIM; PD NAO) em relacdo a colonizacéo Unica e
mista por Candida sp. (p< 0,05). C. mista: colonizagdo mista, C. Unica:
colonizacgao Unica.

C.MISTA C. UNICA

O PD SIM @PD NAO

Figura 13: Distribuicdo em numeros absolutos dos individuos saudaveis
que fazem ou n&o uso de protese dentaria (PD SIM; PD NAO) em relacdo
a colonizacéo unica e mista por Candida sp (p< 0,01). Onde: C. mista
(colonizacao mista), C. Unica: colonizacao Unica.
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3.3. Perfil de sensibilidade antifungica de Candida sp.

3.3.1. Disco difusao

Através da metodologia de disco difusdo avaliou-se o perfil de sensibilidade
antifingica das cepas de Candida sp. isoladas a partir da mucosa oral de
soropositivos para o HIV/doentes com AIDS e respectivos controles saudaveis frente

as drogas: fluconazol, cetoconazol, anfotericina B e itraconazol.

3.3.1.1. Pacientes

No grupo paciente foram avaliadas 46 cepas de Candida sp. por meio do teste
de difusdo em disco. Todas as cepas foram sensiveis a anfotericina B e

aproximadamente 13% resistentes ao fluconazol (Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo percentual das cepas de Candida sp. isoladas
(n= 46) a partir da mucosa de individuos soropositivos para o HIV-1
segundo perfil de sensibilidade aos antifUngicos: cetoconazol,
anfotericina B, itraconazol, fluconazol.

Antifungicos Sensivel Intermediaria Resistente
Cetoconazol 97,82 2,18 -
Itraconazol 58,69 32,6 -
Fluconazol 80,40 6,52 12,77
Anfotericina B 100 - -

Dentre as cepas de C. albicans isoladas (n=38), cerca de 8% mostrou halo de
inibicAo compativel com resisténcia ao fluconazol e 32% delas apresentou perfil de
sensibilidade intermediario ao itraconazol. Um Unico isolado dessa espécie exibiu

sensibilidade intermediaria ao cetoconazol (Figura 14).
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Figura 14: Perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans (n=38)
isoladas a partir da mucosa oral de individuos soropositivos para o HIV
e/ou doentes com AIDS, frente os antifungicos: cetoconazol (CET),
anfotericina B (ANF B); itraconazol (ITRAC) e fluconazol (FLUC), em
nameros absolutos.

Dentre as cepas “nao albicans” isoladas (n= 8), aproximadamente 37% exibiu
resposta resistente ao fluconazol e 87% sensibilidade dose dependente
(intermediaria) ao itraconazol (Tabela 3). Todas as espécies “nao albicans” obtidas a

partir da mucosa oral dos individuos soropositivos para o HIV/doentes com AIDS

foram sensiveis aos antifungicos cetoconazol e anfotericina B.

Tabela 3: Distribuicao das cepas de Candida “nao albicans” isoladas
(n= 8) a partir da mucosa de individuos soropositivos para o HIV-1
segundo perfil de sensibilidade aos antifungicos: cetoconazol,
anfotericina B, itraconazol, fluconazol.

Antifingicos Sensivel Intermediaria Resistente
Cetoconazol 100 - -
Itraconazol 12,5 87,5 -
Fluconazol 50 12,5 37,5
Anfotericina B 100 - -

As duas cepas de C. krusei foram resistentes ao fluconazol e apresentaram
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sensibilidade intermediaria ao itraconazol. Quanto a resposta antifungica das cepas
de C. inconspicua, todas mostraram sensibilidade dose dependente ao itraconazol
enquanto que, para o fluconazol, metade foi resistente e a outra metade, sensivel
dependente da dose. C. tropicalis e C. famata foram sensiveis ao fluconazol e
exibiram sensibilidade intermediaria ao itraconazol. Por fim, C. guillermondii foi
sensivel perante todos os antifungicos testados (Figura 15 A, B, C e D).
Interessantemente, foi verificado que as cepas que apresentaram sensibilidade
intermediéria frente ao itraconazol foram isoladas a partir da mucosa oral de dezoito
pacientes dos quais, 95% estavam em vigéncia de antifungicoterapia. Dos pacientes
cujas cepas isoladas (duas C. albicans e uma C. inconspicua — trés pessoas)
tiveram esse mesmo fendtipo (sensibilidade intermediaria) frente ao fluconazol, 33%
estava sob antifungicoterapia e todos em vigéncia de antibioticoterapia. Dentre as
cepas resistentes ao fluconazol (50% C. albicans e 50% “ndo albicans”), 67%

colonizava pacientes em vigéncia de terapia com antifingicos e antibioticos.
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Figura 15 A, B, C e D: Perfil de sensibilidade
das espécies de Candida sp. isoladas a partir
da mucosa oral de pacientes, frente as drogas:
fluconazol, itraconazol, cetoconazol e
anfotericina B. CA: C. albicans, CT: C.
tropicalis, CF: C. famata,Cl: C. inconspicua,
CGUI: C. guillermondii, CK: C. krusei.
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3.3.1.2. Grupo controle

A difusdo em disco foi efetuada para as 29 cepas de Candida sp obtidas a
partir da mucosa oral de individuos saudaveis. Todas as cepas foram sensiveis a

anfotericina B e aproximadamente 13% delas resistente ao fluconazol (Figura 16).
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Figura 16: Perfil de sensibilidade de Candida sp. (n=29), isolada a partir

da mucosa oral de individuos saudaveis frente aos antifungicos:
fluconazol (FLUC), cetoconazol (CETO), itraconazol(ITRA) e anfotericina

B (ANFO B).

Quanto ao perfil de sensibilidade de C. albicans (n=23), cerca de 10% exibiu

resisténcia ao fluconazol, 4% ao cetoconazol e 4% ao itraconazol. Uma Unica cepa

mostrou sensibilidade intermediaria ao fluconazol (Figura 17 A, B, C e D).



53
Resultados

FLUCONAZOL

CA CcT CGL CF CP

| O SENSIVEL B INTERMEDIARIO O RESISTENTE |

ITRACONAZOL

CA CcT CGL CF CpP

| O SENSIVEL B INTERMEDIARIO ORESISTENTE |

ANFOTERICINA B

CA CT CGL CF CP

| O SENSIVEL B INTERMEDIARIO O RESISTENTE |

CETOCONAZOL

CA CcT CGL CF CP

| O SENSIVEL ® INTERMEDIARIO O RESISTENTE |

Figura 17 A, B, C e D: Perfil de
sensibilidade das espécies de Candida sp.
isoladas a partir da mucosa oral de
individuos imunocompetentes frente aos
antifingicos: fluconazol, itraconazol,
anfotericina B e cetoconazol . CA: C.
albicans, CT: C. tropicalis, CF: C. famata,
CGL: C. glabrata, CP: C. parapsilosis.
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Conforme apresentado na Figura 16, 33% dos isolados de C. glabrata
forneceram halo compativel com resultado resistente para os antifungicos fluconazol
e itraconazol. Por outro lado, esses mesmos isolados foram sensiveis ao
cetoconazol. J4 C. tropicalis, C. famata e C. parapsilosis foram sensiveis a todas os

farmacos testados.

3.3.1.3. Comparacdo dos perfis de sensibilidade antifungica

obtidos por difusdo em disco entre os grupos estudados

O percentual de resisténcia ao fluconazol das cepas de Candida sp. isoladas a
partir da mucosa oral foi semelhante para ambos os grupos (p=1,0, Teste Exato de
Fisher).

Por sua vez, a frequéncia do fenétipo sensivel dependente da dose de Candida
sp. frente ao itraconazol foi superior no grupo de soropositivos para o HIV/doentes
com AIDS em relagdo ao grupo controle (p=0,00002). Porém, no grupo controle,
houve isolados resistentes ao itraconazol (C. albicans e C. glabrata), fato esse nao
verificado nas leveduras isoladas do grupo de pacientes.

Com relacéo as cepas de C. albicans, os resultados mostraram percentual de
resisténcia ao fluconazol inferior (p=0,6637) no grupo paciente comparado ao valor
obtido para as cepas isoladas a partir do grupo controle.

Conforme anteriormente mencionado, nenhuma diferenca pode ser observada
guanto a sensibilidade frente a anfotericina B ja que 100% dos isolados deste estudo

apresentaram-se sensiveis a essa droga.
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3.3.2. Microdiluicao

A avaliacdo do perfil de sensibilidade aos agentes antifungicos (fluconazol,
cetoconazol, anfotericina B e itraconazol) foi também efetuada por meio da
metodologia de microdiluicdo. Todas as cepas isoladas a partir do grupo de

pacientes (n=46) e dos individuos saudaveis (n=29) foram testadas.

3.3.2.1. Pacientes

Nenhum isolado de Candida sp. obtida a partir da mucosa oral dos pacientes
mostrou-se resistente as drogas testadas por meio da microdiluicdo. No entanto,
aproximadamente 85% dos isolados de C. albicans obtidos a partir da mucosa oral
dos individuos soropositivos para o HIV/doentes com AIDS mostrou sensibilidade
dependente da dose (SDD) para o cetoconazol, 11% para o fluconazol e 24% para o
itraconazol.

As concentracdes inibitérias minimas (CIM) necesséarias para a inibicdo do
crescimento de C. albicans variaram de:

e 0,125 pg/mL a 16 pug/mL para o fluconazol,
e 00,0156 pg/mL a 0,5 pg/mL para o itraconazol;
e 0,0312 pg/mL a 1 pg/mL para o cetoconazol e

e 0,0078 pg/mL a 0,5 pg/mL para a anfotericina B (Tabela 4).
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Tabela 4: Susceptibilidade de C. albicans, expressa por meio da CIM, isolada a partir da
mucosa oral de soropositivos para o HIV/doentes com AIDS, frente a acdo das seguintes
drogas: fluconazol, cetoconazol, itraconazol e anfotericina B.

Antifangico: Fluconazol

CIM 0,125*  0,25* 0,5% 1* 2% 4% g+ 16**
(Hg/mL

)

ne% 6 7 6 3 5 6 2 3
de (13,8%) (19,5%) (13,8% (8,4%) (13,8%) (16,7% (5,6% (8,4%
cepas ) ) ) )

Antifungico: Cetoconazol
CIM 0,0312 0,0625*  0,125** 0,25*  0,5* 1+

(ng/mL

)

ne% 5 7 5 11 8 2

de (8,4%% (19,5%%) (13,8% (30,5%) (22,2%) (5,6%)
cepas ) )

Antifungico: Itraconazol
CIM 0,0156 0,0312 0,0625 0,125 0,25*  0,5**

(Hg/mL

)

ne% 6 7 3 13 7 2

de (13,8%) (16,6%)  (8.4%) (36,11% (19,5%) (5,6%)
cepas )

Antifungico: Anfotericina B
CIM 0,078 0,0156 0,0312 0,0625 0,125 0,25* 0,5*

(ng/mL

)

ne% 2 8 8 13 5 1 1

de (2,7%) (22,2%) (22,2% (33,3%) (13,8%) (2,7%) (2,7%
cepas ) )

CA: C. albicans, CIM: concentragdo inibitéria minima; *cepas sensiveis, **cepas sensiveis dependentes
da dose.

Por sua vez, a CIM necessaria para inibir o crescimento de 50% (CIMso) e de
90% (CIMgp) das cepas de C. albicans foram, respectivamente:
e 0,5 pug/mL e 8 ug/mL para o fluconazol,
e 0,25 ug/mL e 0,5 pg/mL para o cetoconazol;
e 0,125 pg/mL e 0,5 pg/mL para o itraconazol e

e 0,0625 pg/mL e 0,125 pg/mL para a anfotericina B.
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No Quadro 3 sdo apresentadas as CIMsp e CIMg para cada espécie “ndo albicans”,
isolada a partir da mucosa oral dos pacientes que foram respectivamente: para C.
krusei; 0,125 pg/mL e 1,0 pg/mL frente ao fluconazol, 0,0312 pg/mL e 0,0312 pug/mL
frente ao itraconazol., 0,0312 ug/mL e 0,25 pug/mL frente ao cetoconazol e 0,0078
pug/mL e 0,0156 frente a anfotericina B pg/mL; para C. tropicalis, 0,25 pg/mL e 0,5
pg/mL frente ao fluconazol, 0,0156 pg/mL e 0,25 pg/mL frente ao itraconazol, 0,0625
pg/mL e 0,0625 pg/mL frente ao cetoconazol e 0,0156 ug/mL e 0,0312 frente a
anfotericina B pg/mL; para C. famata, 1 pg/mL e 1 pg/mL frente ao fluconazol,
0,0625 pg/mL e 0,0625 ug/mL frente ao itraconazol, 0,25 pg/mL e 0,25 ug/mL frente
ao cetoconazol e 0,0312 ug/mL e 0,0312 pg/mL frente a anfotericina B; para C.
guillermondii, 0,25 pg/mL e 0,25 pg/mL frente ao fluconazol, 0,125 pg/mL e 0,125
pg/mL frente ao itraconazol, 0,0625 ug/mL e 0,0625 pg/mL frente ao cetoconazol e ,
0,0625 pg/mL e 0,0625 pg/mL frente a anfotericina B; para C. inconspicua 0,5 pug/mL
e 4 ug/mL frente ao fluconazol, 0,0156 pg/mL e 0,0312 pg/mL frente ao itraconazol,
frente ao cetoconazol 0,0312 pg/mL e 0,125 pg/mL e e 0,0312 pg/mL e 0,125 pg/mL
frente a anfotericina B (Quadro 1).

Quadro 1: Concentracao inibitéria minima dos antifungicos fluconazol, cetoconazol,
itraconazol e anfotericina B para inibir, respectivamente, o crescimento de 50%

(CIMsp) € 90% (CIMgo) das cepas de Candida “ndo albicans” isoladas a partir da
mucosa oral de pacientes soropositivos para o HIV/doentes com AIDS.

ANT Fluconazol Cetoconazol ltraconazol Anfotericina B

CIM(pg/mL CIMsg CIMg ClIMsg CliMgg CIMsg ClMgg ClIMsg ClMgg

) 0

Candida

Sp

CA 05* 8 0,25** 0,5** 0,125 0,25** 0,0625 0,125*

*

CK 0,125 1% 0,0312* 0,25** 0,0312 10,0312 0,0078 0,0156
* * * * *

CT 0,25* 0,5* 0,0625* 0,0625* 0,0156 0,25* 0,0156 0,0312

CF 1* 1* 0,25* 0,25 0,0625 0,0625 0,0312 0,0312
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* * * *
CGUI 0,25* 0,25* 0,0312* 0,0312* 0,125* 0,125* 0,0625 0,0625
* *
Cl 0,5* 4* 0,0312* 1** 0,0156 0,0312 0,0312 0,125*
* * *

ANT:antifungico; CIM: concentracdo inibitéria minima; CA, CK, CT, CF, CGUI, CI: C.
albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. famata, C. guillermondii e C. inconspicua.. *cepas
sensiveis, **cepas sensiveis dependentes da dose.

Foi detectado ainda que dentre as C. albicans cerca de 11%, 24% e 84%
necessitaram de CIM indicativa de SDD para os antifungicos fluconazol, itraconazol
e cetoconazol, respectivamente (Quadro 1).

Todas as espécies “nao albicans” foram sensiveis ao fluconazol e a
anfotericina B. Ja em relacdo ao cetoconazol, C. tropicalis (100%), C. famata
(100%), C. krusei (50%) e C. inconspicua (50%) tiveram representantes com perfil
SDD, enquanto que C. guillermondii foi sensivel a mesma. Quanto ao itraconazol,

metade dos isolados de C. tropicalis (50%) exibiu SDD.

3.3.2.2. Grupo controle

Nenhuma cepa de Candida sp. isolada a partir da mucosa oral dos individuos
imunocompetentes mostrou-se resistente as drogas testadas por meio da
microdiluicdo. Cerca de 17% dos isolados de C. albicans mostraram SDD ao
itraconazol Assim sendos a CIM necessaria para inibir o crescimento das cepas de
C. albicans foram de: 0,125 pg/mL a 4 pg/mL para o fluconazol, 0,0125 pug/mL a
0,625 pg/mL para o itraconazol, 0,0625 pg/mL a 1,0 pg/mL para o cetoconazol e

0,0625 pug/mL a 0,125 pg/mL para a anfotericina B. (Tabela 5).
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Tabela 5: Susceptibilidade das cepas de C. albicans, expressa através da concentracéo
inibitéria minima (CIM), isoladas a partir da mucosa oral do grupo controle frente as drogas:

fluconazol, itraconazol, cetoconazol e anfotericina B, apés microdiluicdo em caldo.

Antifungico: Fluconazol

CIM 0,125* 0,25* 0,5* 1* 2% 4*

(Mg/mL)

n° e % de 3 5 3 3 7 2

cepas (13%)  (21,7%) (13%) (13%) (30,4%) (8,7%)
Antifungico: Cetoconazol

CIM 0,0625** 0,125* 0,25*  0,5** 1**

(Hg/mL)

n° e % de 5 5 8 4 1

cepas (21,7%) (21,7%) (34,7%) (17,4%) (4,3%)

Antifungico: Itraconazol

CIM 0,0125* 0,0312* 0,0625* 0,125* 0,25* 0,312** 0,625**
(Hg/mL)

n° e % de 1 7 6 5 1 1 2
cepas (4,3%) (30,4%) (26%) (21,7%) (4,3%) (4,3%) (8,7%)
Antifungico: Anfotericina B

CIM 0,0625* 0,125*

(Hg/mL)

n° e % de 15 8

cepas (65,2%) (34,7%)

CA: C. albicans, * cepas sensiveis, ** cepas sensiveis dependentes da dose.

Ja a CIM necessaria para inibir o crescimento de 50% (CIMsp) e de 90%
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(CIMgp) das cepas de C. albicans foram respectivamente: 0,125 pg/mL e 4 pg/mL
para o fluconazol; 0,0625 ug/mL e 1 pug/mL para o cetoconazol; 0,0125 pg/mL e
0,0625 pg/mL para o itraconazol e 0,0625 pg/mL e 0,125 pg/mL para a anfotericina
B. No Quadro 2 encontram-se descritas as CIMsy e CIMgg para cada uma das

espécies isoladas a partir dos individuos saudaveis, apos a microdiluicdo em caldo.

Quadro 2: Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antifungicos fluconazol, cetoconazol,
itraconazol e anfotericina B necessaria para inibir o crescimento de 50% (CIMsp) e 90%
(CIMgp) das cepas de Candida sp. isoladas a partir da mucosa oral de individuos saudaveis.

ANT Fluconazol Cetoconazol Itraconazol Anfotericina B

CIM(ug/mL) CIMsg | CIMgg | CIMsg ClMgg ClIMsg CliMgg ClIMsg ClMgg

Candida sp

CA 0,125* | 4* 0,0625** | 1** 0,0125* | 0,0625* | 0,0625* | 0,125*
CP 1* 1* 0,0625** | 0,0625** | 0,0625* | 0,0625* | 0,0625* | 0,0625*
CGL 0,5* 4* 0,25** 0,5** 0,0625* | 0,25** | 0,0625* | 0,125*
CF 0,125*| 0,125* | 0,25** 0,25** 0,0625* | 0,0625* | 0,125* | 0,125*
CT 0,25* 10,25 |0,125** |0,125* | 0,0625*|0,0625* | 0,0625* | 0,0625*

ANT:antifangico; CIM: concentracdo inibitéria minima; CA, CP, CGL, CF, CT: C.albicans, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. famata e C. tropicalis. *cepas sensiveis, **cepas sensiveis dependentes

da dose.

Todas as Candida “nao albicans” foram sensiveis ao fluconazol e a anfotericina

B. Ja em relacdo ao cetoconazol, C. tropicalis, C. famata e C. glabrata (cerca de
67%) exibiram SDD. Quanto ao itraconazol, o destaque ficou com C. glabrata com

33% das cepas SDD (Tabela 6).

Tabela 6: Susceptibilidade de Candida “ndo albicans”, isoladas a partir da mucosa

oral do grupo controle, frente aos medicamentos: fluconazol, cetoconazol,
itraconazol e anfotericina B, apos microdiluicdo em caldo.
METODOLOGIA MICRODILUIQAO
ANTIFUNGICO FLU (%) ITRA (%) CET (%) ANF B (%)
CEPAS S SDDR S SDDR S SDDR S SDD R
sensibilidade
CF 100 0O O 100 0O O 0 100 0 100 0O O
CGL 100 0O O 66,7 33,3 0 33,3 66,7 0 100 O O
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CT 100 0O 0 100 0O O 0 100 O 100 0O O
CP 100 0O 0 100 0O O 100 0O 0 100 0O O

CF: C. famata, CGL: C. glabrata, CT: C. tropicalis, CP: C. parapsilosis. FLU: fluconazol,
ITRA: itraconazol, CET: cetoconazol, ANF B: anfotericina B.

3.3.2.3. Comparacdo dos perfis de sensibilidade antifungica

obtidos por microdiluicdo em caldo entre os grupos estudados

Por meio da metodologia de microdiluicdo observou-se que as cepas de C.
albicans isoladas a partir do grupo de pacientes apresentaram, para o antifingico
fluconazol, indices de CIMsp e CIMgo (0,5 pg/mL) superiores aos apresentados pelas
cepas provenientes da mucosa oral do grupo controle (0,125 pg/mL, P<0,01). J4& em
relacdo a anfotericina B essa espécie (em ambos 0s grupos) apresentou valores de
CIMso e CIMgg semelhantes.

Quanto ao perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans (grupos paciente e
controle) constatou-se que: para a anfotericina B, em ambos 0s grupos as cepas
isoladas foram sensiveis. Ja frente ao fluconazol, houve maior percentual dessas
cepas (cerca de 8%) obtidas a partir dos soropositivos para o HIV/AIDS, com perfil
SDD em relacdo as cepas de mesma espécie isoladas no grupo controle (0% SDD,
P< 0,02). O mesmo foi observado em relacdo ao itraconazol (SDD sendo: 24% no
grupo HIV e 17% grupo imunocompetente, P<0,06). Para o cetoconazol, houve
maior percentual (100%) de cepas obtidas a partir do grupo de pessoas saudaveis
com perfil SDD em relacédo aos isolados de C. albicans do grupo controle (89%,
P<0,1) Em relacéo as espécies “ndo albicans” isoladas nos dois grupos verificou-se

gue todas foram sensiveis ao fluconazol e a anfotericina B. Para o cetoconazol, 63%
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e 77% dessas cepas isoladas dos respectivos grupos paciente e controle,
apresentaram perfil de SDD Frente ao itraconazol a prevaléncia de espécies “nao
albicans” com perfil SDD obtidas a partir do grupo controle continua (17%) em
relacdo aos isolados no grupo paciente com esse fenétipo (13%).

3.3.3. Isolados resistentes na disco difusdo versus comportamento dos

mesmos na microdiluicao

3.3.3.1. Candida sp. isoladas do grupo paciente

Todas as cepas de Candida sp. caracterizadas como resistentes ao fluconazol
pela metodologia de disco difusdo (trés cepas de C. albicans, duas de C. krusei e
uma C. inconspicua), segundo a metodologia de microdiluicho demonstraram ser
sensiveis a essa droga.

Ja dentre os isolados de C. albicans que tiveram perfil intermediario frente ao
itraconazol (12 cepas) pela disco difusdo, 05 apresentaram perfil SDD frente a
mesma droga pela metodologia de microdiluicdo. Dentre os nao albicans
caracterizados como sendo de perfil intermediario frente a mesma droga pela disco
difusdo (C. inconspicua, C. famata, C. krusei ), apenas um (C. tropicalis) foi SDD
segundo a microdiluicdo sendo 0s outros sensiveis.

Para a droga cetoconazol, houve apenas um isolado de C. albicans que,
segundo a disco difusdo classificado com perfil intermediario frente a essa droga, e
pela microdiluicido perfil SDD, ao passo que, dos considerados sensiveis segundo a
disco difusao (38), 35 cepas, pela microdiluicdo, foram SDD. Dentre as néo albicans
sensiveis pela disco difusdo frente a essa droga (uma C. inconspicua, duas C.

tropicalis) todas foram SDD segundo a microdilui¢éo.
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Dentre as cepas com perfil intermediario frente ao itraconazol e resistente ao
fluconazol (duas cepas de C. albicans e duas cepas de C. krusei) simultaneamente
segundo a disco difusdo, pela microdiluicdo foram respectivamente sensiveis frente
ao fluconazol e com SDD para o itraconazol. Ja as duas cepas de C. krusei isoladas
exibiram perfil intermediario frente ao itraconazol e resistente para o fluconazol
segundo a disco difusdo ao passo que foram sensiveis para ambas as drogas
segundo a microdiluicao.

Para as droga cetoconazol, itraconazol e fluconazol, apenas uma cepa de C.
albicans apresentou perfil intermediario, sensivel e resistente respectivamente,
segundo a disco difusdo enquanto que a mesma foi considerada SDD para
cetoconazol e itraconazol e sensivel para fluconazol.

Para a anfotericina B, os resultados apresentados segundo a disco difuséo e

microdiluicdo foram todos compativeis.

3.3.3.2. Candida sp. isoladas do grupo controle

Para os isolados de C. albicans obtidos a partir da mucosa oral dos individuos
saudaveis, uma cepa de C. albicans foi simultaneamente resistente as drogas
cetoconazol, itraconazol e fluconazol pela disco difusdo ao passo que segundo a
microdiluicdo para essas mesmas drogas, demonstrou ser SDD para as duas
primeiras e sensivel frente ao fluconazol.

Outro isolado de C. albicans, apresentou perfil de resisténcia frente ao
fluconazol pela disco difusdo ao passo que, pela microdiluicdo foi SDD para o
cetoconazol e itraconazol enquanto sensivel para o fluconazol. Ainda uma outra

cepa de C. albicans ora intermediaria para a droga fluconazol pela metodologia de
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difusdo em disco, pela microdiluicdo foi SDD para o itraconazol e sensivel aos
demais sendo o0 mesmo observado para um outro isolado de C. albicans com perfil
de resisténcia para o fluconazol pela técnica de disco difusao.

Todos os isolados de C. albicans considerados sensiveis ao cetoconazol pela
disco difuséo, foram SDD a essa mesma droga através da técnica de microdiluicao.

Dentre as ndo albicans, um isolado de C. glabrata enquanto sensivel frente as
drogas testadas pela disco difusdo, demonstrou perfil de SDD frente ao itraconazol
através da microdiluicdo. J& outra cepa de C. glabrata intermediaria para os
antifangicos itraconazol e fluconazol, pela microdiluicdo apresentou perfil SDD para
itraconazol e cetoconazol ao passo que foi sensivel para o fluconazol.
Um isolado de C.parapsilosis, dois de C. glabrata, um de C. famata e um de C.
tropicalis, considerados sensiveis aos antifingicos testados pela disco difusao,
exibiram respectivamente, os seguintes perfis de sensibilidade antifungica pela
microdiluicdo: SDD frente ao cetoconazol; SDD frente ao cetoconazol e itraconazol;
SDD frente ao cetoconazol e itraconazol;SDD frente ao cetoconazol e SDD frente ao

cetoconazol.
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4. DISCUSSAO

Candida albicans € a espécie mais comumente isolada a partir da mucosa oral
infectada por leveduras. Entretanto, nas duas ultimas décadas, desde a introducéo e
0 aumento do uso das drogas azélicas, outras espécies, patogénicas e oportunistas,
tém emergido com importante significado clinico. ® Logo, diversos estudos buscam
elucidar as inter-relacbes que propiciam a interacdo fungo—hospedeiro tanto para a
colonizacdo quanto para a infeccdo. Nesses, sdo investigadas caracteristicas
fenotipicas, genotipicas como fatores predisponentes a infec¢éo, tanto relacionadas
ao agente etiologico (fatores de viruléncia) bem como ao hospedeiro humano tai
como a etnia, os habitos alimentares, a higiene, o consumo de bebidas alcodlicas, o
uso de drogas endovenosas e a presenca de artefatos orais que podem torna-lo
predisposto ao desenvolvimento de candidiase oral. 3 101819, 44. 50,53, 74)

O presente estudo abordou a prevaléncia de Candida sp. na cavidade oral de
um grupo de individuos soropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana e de
um outro composto por pessoas imunocompetentes, todos moradores de municipios
da regido Noroeste Paulista.

Dado o pareamento realizado entre os grupos, os dados sdcio-demograficos
obtidos no conjunto aqui descrito sdo muito similares aqueles anteriormente citados
para o grupo “paciente”. Quando considerados os fatores género, etnia e localizacéao
geografica observou-se que os resultados obtidos no grupo com a sindrome da
imunodeficiéncia humana adquirida acompanham dados nacionais. Essa vem, nos
altimos anos, sofrendo alteragbes importantes no aspecto epidemiologico
caracterizando-se por feminilizacéo, interiorizacdo e heterossexualidade . /* ™ Em

relacdo a faixa etaria, a média de idade para ambos os sexos foi, aproximadamente,
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a mesma. Isso confirma a tendéncia de aumento da AIDS em mulheres, casadas e
monogamicas, em plena idade reprodutiva e de sexualidade ativa. *7"

De fato, os dados acumulados na literatura e a pesquisa junto ao Ministério da
Saude ®, apontam para o crescimento da infeccdo na populacdo feminina, sendo
estimado que, aproximadamente para cada dois homens portadores do HIV/AIDS ha
uma mulher igualmente infectada. Com certeza, a veiculacdo de termos como
“‘comportamento de risco” e “grupo de risco” contribui de modo negativo para o
estigma que institui a AIDS como doenca restrita a determinados grupos. Essa
percepcao errénea favorece para o aumento de mulheres contaminadas. 7 7

Na estratificacdo da idade dos pacientes, nossos achados mostram, assim
como 0s hacionais, a incidéncia consideravel da AIDS em pessoas em faixa etaria
acima de 50 anos de idade. ® De 1996 ao ano de 2005, entre os homens, 0
aumento ocorreu de 5,96% a 8,6% e entre as mulheres de 1,7% a 4,6%. De fato, no
presente estudo, verificamos que cerca de 20% dos pacientes do sexo masculino e
14% do sexo feminino estdo na quinta década de vida, corroborando as pesquisas
que avaliam a epidemia no Brasil. ® 8 Tajs caracteristicas sécio-demograficas
denotam que o grupo de portadores do HIV-1/doentes com AIDS é representativo da
populacdo acometida por essa doenca no pais.

Conforme esperado, a candidiase oral foi exclusiva do grupo paciente ja que,
classicamente, individuos imunocomprometidos sdo mais suscetiveis a infecgao por
leveduras na cavidade oral, em especial por Candida sp. © 8% 8 |sso se deve a
deplecdo do sistema imune em virtude da presenca do HIV, pois a reducédo da
defesa sistémica interfere diretamente na imunidade celular da mucosa bucal a qual,
em condigdes normais, exerce uma barreira de defesa contra microrganismos

patogénicos. Como conseqliéncia, essa regiao torna-se um dos alvos de infeccbes
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oportunistas no curso da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana. © 8% 8%
Uma outra possibilidade € o fato da mucosa oral, em particular, ser mais exposta ao
ambiente externo se comparada as demais.

Por sua vez, o numero de portadores do HIV/doentes com AIDS com
candidose bucal vem diminuindo proporcionalmente ao longo dos anos. Diversos
estudos evidenciaram que a prevaléncia dessa doenca entre individuos
soropositivos para o HIV/doentes com AIDS variava, na década de 90, entre 20% e
70%. 6 8587 porem, ap6s o uso da terapia multipla associada com antiretrovirais e
farmacos inibidores de proteases (HAART), observou-se uma diminuicdo na
prevaléncia dessa infecgéo para indices inferiores a 20%. ©&92)

O propoésito da HAART é protelar o progresso da infeccéo pelo HIV por meio do
controle do fenébmeno de replicacdo da particula viral, da manutencdo da funcéo
imune através da reversdo ou prevencdo da imunodeficiéncia, acarretando em
reducdo da mortalidade, bem como das infec¢bes oportunistas, como a candidiase
oral. ®*%) A supressao da replicacdo do virus, apés o inicio da HAART, associa-se
as alteracbes quantitativas e qualitativas no sistema imune. Portanto, naqueles
pacientes com doenca avancada e que estdo em pleno uso de HAART, ocorre um
aumento das células TCD4+ e TCD8+ entre os trés primeiros meses de terapia.
Apbs isso, ha uma fase de elevacédo mais lenta dessas células. ®® Quanto a classe
de medicamentos que compdem essa terapéutica, os inibidores de protease tém a
capacidade de reduzir a liberagdo da enzima aspartil proteinase secretada por C.
albicans, um dos mais significativos fatores de viruléncia dessa levedura. ©° 97
Logo, a candidiase oral € também um marcador da progressao da doenca além de

sinalizar quadros de imunossupresséo ®° %8109



69
Discussao

No entanto, no presente estudo, 77% dos pacientes soropositivos para o
HIV/doentes com AIDS portavam Candida sp. na mucosa oral. A alta taxa de
isolamento desse microrganismo é semelhante aquela obtida em estudos anteriores.
No Nordeste do Brasil esse indice foi de 93% ©” e em outros paises, correspondeu
a 65% na india “°7, 67% na Italia “?, 83,5% no México “°® 100% no Camboja **
e 50% nos Estados Unidos da América (EUA). 19 Para o presente estudo, esse
namero elevado era esperado nessa populacdo como consequéncia das alteracdes
gue acontecem na funcdo imunoldgica, que levam a reducdo da imunidade do
paciente, “? 1 permitindo a persisténcia dessa levedura oportunista.

Essa microbiota fungica, que outrora permanecia em perfeito comensalismo,
evade do sistema imunoldgico do portador do HIV/AIDS, e pode iniciar um processo
desordenado de proliferacéo, caracterizado pela entrada de leveduras oportunistas,
capazes de induzirem infec¢des cuja gravidade vai depender de fatores outros tais
como: condi¢Bes insatisfatérias de higiene oral, a presenca de outras complicacdes,
como a xerostomia, alteracdo do pH local, uso de tabaco e o tipo de dieta ingerida

pelo individuo. 214

Quanto & xerostomia, EPSTEIN et al. ¥ constataram que a auséncia ou
producdo insuficiente de saliva favorece a colonizagdo por leveduras do género
Candida sp. Isso porque a saliva tem proteinas com propriedades antimicrobianas e,
a redugédo do fluxo salivar ocasiona, indiretamente, a inatividade desse produto
endogeno. Também, a diminuicdo da producdo de saliva facilita o processo de
aderéncia das leveduras & superficie da mucosa oral **® favorecendo a expressédo
de importantes fatores de viruléncia como as fosfolipases e as proteinases acidas,

cruciais para a invasdo tecidual. & 3> '® Em adicdo, dietas ricas em hidratos de

carbono e a acidificacdo do pH salivar entre 2 a 4 (geralmente o pH 6timo neste sitio
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oscila entre 5,6 e 7,8) favorecem, significativamente, a colonizacdo por cepas de
Candida sp. 'Y Curiosamente, a HAART atua reduzindo a quantidade de saliva e
mimetizando a dieta rica em carboidratos ja que acidifica o pH bucal. *?
Infelizmente, no presente estudo ndo foi possivel a obtencdo de dados acurados
quanto a HAART, o que inviabilizou a analise da colonizacdo por Candida sp. versus
a ingestao desse grupo de medicamentos.

Houve maior freqiiéncia de isolamento da espécie C. albicans no grupo de
pacientes, assim como das demais espécies desse género (17%) quando
comparados as leveduras obtidas a partir do grupo controle. Esse fato ocorre,
dentre outros fatores, pelo uso mais frequente de antifiUngicos por esses pacientes,
em especial do fluconazol, o qual pode favorecer ndo apenas a
colonizacéo/infeccdo por C. albicans resistentes, mas também a selecdo de
espécies “nao albicans”, principalmente C. krusei e C. glabrata, por serem essas
espécies intrinsecamente resistentes a essa droga. ¢/ 11712
Tais resultados foram semelhantes aos achados de outros autores em

diferentes localidades. Rocha e col. %2

, em um estudo realizado na cidade de
Goiania, GO, observaram que das leveduras isoladas a partir da cavidade oral de
pacientes soropositivos para o HIV/doentes com AIDS, cerca de 77% correspondia
a espécie C. albicans enquanto que, 23% eram cepas “nao albicans” (C.
parapsilosis e C. glabrata). Estudando um grupo acometido pela mesma doenca,
Sant'ana et al., ® tiparam 9% dos isolados como espécies “ndo albicans.

Nesta pesquisa, dentre as “ndo albicans”, chama a atencao a frequéncia de
isolamento de C. tropicalis, que foi similar (18%) ao de outro estudo realizado com

individuos soropositivos e doentes com AIDS nesta mesma regido geogréfica. 2%

Isso sugere que esse resultado possa ser extrapolado como tendéncia do Noroeste
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paulista, muito embora superior aos valores relatados em outras regides do paifs. ©¢*
89, 91, 92)

Em uma perspectiva mundial, uma pesquisa conduzida em instituicdes de
satide norte-americanas “*¥ mostrou que dentre as cepas de Candida sp. isoladas,
52% correspondia a C. albicans e 48% a espécies “ndo albicans” sendo que,
dessas, 20% eram C. glabrata,11% C. tropicalis, 8% C. parapsilosis e 5% C. krusei.
Nossos dados sdo comparaveis a pesquisa realizada em uma populacao tailandesa
®2 na qual dos isolados obtidos a partir da coleta de amostra da mucosa oral de
pacientes soropositivos para o HIV/doentes com AIDS, cerca de 87% foi tipada
como C. albicans. Essa diferenca observada entre paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos, pode ser atribuida ao fato de que o uso do fluconazol € menor em
nacdes que estdo em processo de desenvolvimento, dado o custo elevado da droga,
uma vez que se atribui a inversdo na incidéncia albicans X nao albicans ao
incremento na terapéutica com esse azol. %8 114125

No estudo, a maior frequéncia (75%) de isolamento de cepas de Candida “nao
albicans” foi observada nos pacientes ambulatoriais em comparacdo aqueles
internados. Essa constitui uma observacédo incomum, pois 0 esperado é a ocorréncia
de maior indice de isolamento de espécies “ndo albicans” em portadores do
HIV/AIDS expostos a periodos longos de tratamento antifingico e com o sistema
imune debilitado. ®* '*® |sso provavelmente se explica em funcdo de internacéo
anterior aos 12 meses que precederam a inclusao neste estudo, conforme verificado
para a maioria deles apés revisdo mais extensa de seus prontuarios.

Apesar da variabilidade de espécies de Candida sp. obtida na presente
pesquisa, ndo foi possivel o isolamento da espécie C. dubliniensis. Em estudo

anterior, por meio de metodologia de triagem fenotipica, Atique e cols. *?®
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descreveram taxa de colonizacdo da mucosa oral por essa espécie de 2,8% entre 0s
portadores do HIV/doentes com AIDS da regido Noroeste paulista, valor esse inferior
ao aqui encontrado previamente a triagem molecular (3,8%). Tais resultados
enfatizam a importancia do uso do método molecular apds a triagem fenotipica
inicial como importante ferramenta para identificacdo inequivoca desse patdégeno
emergente. Maiores prevaléncias dessa espécie foram mais frequentemente
observadas em paises do hemisfério norte em detrimento aos localizados na
América Latina. @ 4 127132 34 no Sul da Africa, em um estudo realizado por
Blignaut ®*¥, C. dubliniensis foi a segunda espécie mais isolada (26,3%) a partir da
mucosa oral de criancas soropositivas para o HIV/AIDS, o que indica que dentre os
portadores do HIV/AIDS, as criancas sdo mais susceptiveis a colonizacdo da
mucosa oral por essa espécie. ™ No Brasil, o indice de isolamento de C.
dubliniensis oscila de 0% a 6%. (¢ 133 128.135-138)

Na presente pesquisa, a ocorréncia de colonizagdo mista foi verificada em
15% dos pacientes, tendo sido identificadas associacbes entre C. albicans e
diferentes espécies de “ndo albicans”. Casos de dupla colonizagao e/ou infecgéo por
espécies e ou cepas distintas dessa levedura em individuos soropositivos para o
HIV/AIDS séo relatados por outros pesquisadores com percentuais que variaram de
0% a 23%. ©2 139148 Em um estudo realizado por Cartledge et al. “*® em um grupo
de pacientes com AIDS e que apresentavam manifestacées orais sugestivas de
candidiase no momento da coleta da amostra, cerca de 60% dos pacientes estava
oralmente colonizados por duas espécies de Candida sp. sendo identificadas as
seguintes associacOes: C. glabrata + C. albicans (38,5%), C. krusei+ C. albicans
(29,1%) ; C. tropicalis + C. albicans (5,2%); C. kefyr+ C. albicans (2,0%); C.

lusitaniae + C. albicans (1,0%) e C. norvagensis + C. albicans (1,0%). No presente
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estudo, especificamente o indice de isolamento de colonizac¢éo/infec¢cao mista por C.
albicans + C. krusei (25%) foi semelhante ao achado no estudo citado anteriormente,
embora as outras combinacdes tenham sido divergentes. A presenca de
associacOes especificas pode estar relacionada a circulacdo preferencial de
espécies desse género em diferentes comunidades ou ainda a particularidades na
interacdo biologica entre as espécies e das mesmas com o hospedeiro humano.
Estudos futuros que abordem a intimidade das relacées entre microrganismos de
espécies distintas bem como desses com a mucosa oral humana em diferentes
populacdes serdo importantes para o estabelecimento dos fatores determinantes da
colonizac&o mista por Candida sp.

No grupo controle, a frequiéncia de individuos colonizados por Candida sp. na
mucosa oral (50%), esta de acordo com os dados literarios. De fato, cerca de 20% a
80% da populacdo saudavel é colonizada, de forma assintomatica, por essa
levedura na cavidade oral ao passo que nos portadores do virus da imunodeficiéncia
humana adquirida/doentes com AIDS, essa frequiéncia pode chegar até 90%. © %97

Entretanto, no respectivo estudo, uma alta freqiiéncia de isolamento de cepas
de Candida “ndo albicans” (cerca de 21%) foi verificada a partir da mucosa oral de
pessoas saudaveis. Interessantemente, tal observacao foi anteriormente verificada
em uma populacdo da cidade de Ribeirdo Preto ©?, cidade que dista 190 km do
municipio de Sao José do Rio Preto, no mesmo Estado. Esses autores identificaram,
dentre os isolados de Candida sp. obtidos a partir da raspagem da mucosa oral de
individuos imunocompetentes com e sem manifestagbes orais indicativas de
candidose bucal, um total de cerca de 23% de espécies “nao albicans”. Tal fato

[ (110)

também foi observado, em um estudo conduzido nos EUA por Jabra et a que

verificaram que dentre as criangas saudaveis, 13% estava colonizada na mucosa
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oral por espécies “nao albicans”. Aliados aos dados da literatura, nossos resultados
sugerem que a disseminacdo comunitaria dessas espécies € maior do que a
inicialmente prevista “*” além de ser possivel indicador de mudanca no perfil da
microbiota oral do individuo imunocompetente. Esse achado é potencialmente
preocupante dada a variabilidade dos fatores de viruléncia e do perfil de
sensibilidade antifingica dessas espécies. 10149

Dentre as cepas aqui isoladas a partir da mucosa oral do grupo controle, o
percentual de C. glabrata (10,34%) foi maior que o referido para a populacdo
ribeirdo-pretense ao passo que tais numeros foram similares para C. tropicalis
(3,5%) e C. parapsilosis (3,5%). A presenca comunitaria de C. glabrata é
preocupante, dada a sua resisténcia intrinseca ao fluconazol. Estudos futuros que
considerem a colonizacéo/infeccdo por essa levedura em diferentes populacdes e
em outros sitios anatdémicos, contribuirdo para a elucidacdo de seu papel como
patégeno oportunista do individuo higido. (495

Ainda no mesmo grupo, outro achado interessante foi a ocorréncia de duplas
colonizacBes em pessoas saudaveis, em um numero duas vezes maior do que o
previamente relatado em uma populacéo paulista por Candido e cols. ©?. De fato,
tais autores identificaram as associacfes de: C. albicans e C. tropicalis (cerca de
67% das associacodes), e C. albicans e C. glabrata (cerca de 33% das associac¢des)
sendo que essa ultima combinacdo também foi encontrada em nosso estudo em
frequéncias maiores (cerca de 67%). Ainda, interessantemente, o indice de
ocorréncia de colonizagcdo mista por Candida sp. ndo diferiu entre pacientes e
controles. Esse é um fato incomum, pois as pesquisas clinicas apontam esse

fenémeno em individuos imunocomprometidos. ©% ¢ 149 |sso pode ser explicado em
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funcdo da ja mencionada disseminagdo comunitaria regional das espécies “nao-
albicans” que, possivelmente, somaram-se as C. albicans pré-colonizadoras.

Oitenta e nove por cento dos portadores de prétese dentaria do grupo paciente
estava colonizado/infectado por Candida sp. Realmente, o uso de artefatos orais —
associado ou ndo aos habitos de higiene oral e etilista predispde a colonizacéo por
leveduras na cavidade bucal, principalmente em portadores do virus HIV/doentes
com AIDS. 7152159 A prétese dental, principalmente as que recobrem uma grande
area da cavidade bucal, desencadeia a xerostomia, pois interfere tanto na producéo
como na atuacdo local da saliva e, por conseqiéncia, isenta o palato da acéo
antimicrobiana salivar, favorecendo a colonizacdo e/ou a infeccéo por Candida. %%
1%8) Além disso, a reducdo do fluxo salivar e a presenca de préteses orais facilitam a
ocorréncia de traumas teciduais, o que também contribui para a instalacdo e a
invasao local dessas leveduras “® Essa reducéo salivar também é observada como
efeito colateral de alguns anti-retrovirais, como o Indinavir (inibidor de proteases),
droga largamente utilizada por portadores do HIV/doentes com AIDS. 5°162 ga|as
(183) observou que cerca de metade dos portadores do HIV/AIDS, usuérios de
farmacos antiretrovirais, relatam ter sensacdo de boca seca. Para o alivio desse
sintoma o uso de sialogogos e saliva artificial podem ser Gteis para minimizar o
desconforto além de contribuir para a prevencédo de infeccdo por Candida sp. (164)
Outras drogas antiretrovirais, também inibidoras de proteases (Amprenavir, Indinavir,
Lopinavir, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir), ttm como efeito colateral a inducdo de
quadro hiperglicémico com possibilidade de desenvolvimento do diabetes tipo II.
Essa patologia, por sua vez, também predispbe a xerostomia, favorecendo a

colonizacéo por Candida sp. %
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No grupo controle, o percentual de pessoas com a associacdo protese
dentéria+colonizag&o oral por Candida sp., foi inferior. Esse achado é esperado pois,
a candidiase oral necessita, para instalar-se, de mais fatores além da colonizacao
tais como: imunossupressdo, xerostomia, alteracbes hormonais, discrasias
sangiineas, fatores mecanicos, iatrogénicos dentre outros, ndo referidos no grupo
controle. © 17 157. 189 Nitidamente, nesse estudo, os individuos imunocompetentes
realizavam de modo satisfatorio a higienizacao bucal o que provavelmente contribuiu
de modo significativo para esses resultados.

Quanto a influéncia das bebidas alcodlicas no isolamento de leveduras, a
grande maioria dos pacientes e dos entrevistados saudaveis que consumiam o0
alcool de modo abusivo, estava oralmente colonizado/infectado por Candida sp. A
ingestdo de 4&lcool € outro fator reconhecidamente indutor de diminuicdo de
producdo da saliva, além de diminuir os anticorpos IgA na mucosa oral. (56157 166) ¢
gue explica este achado.

Uma pessoa saudavel colonizada por pelo menos uma espécie “nao albicans”,
era portadora de Diabetes tipo Il. Conforme acima descrito, essa condi¢do favorece
a instalacdo na mucosa pelo género Candida. %% %7 1% | ogo, em individuos
diabéticos, é fundamental um acompanhamento clinico constante para averiguar a
satde bucal, independentemente da soropositividade para HIV. %9

No presente estudo, os portadores do virus da imunodeficiéncia
humana/doentes com AIDS, sabidamente submetidos a terapia antiretroviral, foram
menos colonizados por cepas “nao albicans” em comparacdo aos que nao fazem
uso dessa medicacdo. Esse achado tem sido observado por outros pesquisadores
gue detectaram, apos o inicio da HAART, um declinio na prevaléncia de candidiase

orofaringea, chegando a valores inferiores a 20%. %% 179 Arribas et al. ™



177
Discussao

observaram em portadores de AIDS hospitalizados um decréscimo significativo
(reducéo na incidéncia de 31% para 1% em 48 semanas de terapia) da prevaléncia
de lesbes por Candida sp. apds o inicio da HAART. Em especial para os individuos
com infeccdo avancada pelo HIV, o tratamento com terapia antiretroviral, incluindo
os farmacos inibidores de proteases (IP) teve impacto positivo na reducdo da

ocorréncia de candidiase orofaringea. (% 172

Isso se deve a dupla atividade
exercida por esses medicamentos: a antiviral e a antifingica. A acdo antifungica é
decorrente da acdo inibitéria direta que exercem sobre as asparticoproteases
(Saps), importante fator de viruléncia de Candida. Isso se deve ao fato de que essa
classe de proteases das leveduras € a mesma presente no ciclo de replicacdo da
particula do virus HIV e, portanto, sensivel aos IPs. ¢ 97:173)

Porém, apds o advento da HAART, se por um lado houve decréscimo na
prevaléncia das infec¢cdes bucais, em especial das fungicas, por outro ocorreu o
aumento das doencas das glandulas salivares, como um dos efeitos colaterais

(172 173) E fundamental, portanto, a atengdo dos

desse “pool” de farmacos.
profissionais de saude, em especial dos odontbélogos, quanto as manifestacbes
bucais peculiares dos portadores do virus HIV/doentes de AIDS além das provaveis
reacoes adversas dos antiretrovirais prescritos, no sentido de contribuir para a
prevencdo dos fendbmenos adversos ou ainda para o tratamento adequado dos
mesmos, entre eles a candidiase oral. 7417

No presente estudo, o perfil de sensibilidade antifiungica foi verificado com o
auxilio dos métodos de difusdo em disco e de microdiluicdo em caldo.

A primeira técnica, permitiu a deteccdo de frequéncias similares de resisténcia

ao fluconazol por parte das cepas de Candida sp., isoladas a partir da mucosa oral,

tanto de pacientes quanto de individuos saudaveis. Isso contraria os dados da
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literatura uma vez que o isolamento de cepas de Candida sp. resistente aos azolicos
€ esperado sobretudo entre hospedeiros previamente expostos a drogas azolicas
por periodos prolongados, sendo incomum esse achado nas pessoas saudaveis. %
119 Quanto aos dados obtidos para o grupo de individuos imunocomprometidos, a
resisténcia observada frente a droga fluconazol esta de acordo com o observado por
Perea et al. (2002) em um estudo realizado na cidade do Texas, (EUA), ao
constatarem a resisténcia apresentada por cepas de Candida sp. isoladas a partir de
portadores do HIV que tiveram exposicdo prévia ao fluconazol. ®? Canuto et al.
(2000) também verificaram que cerca de 12% dos pacientes portadores do HIV/AIDS
gue abrigavam pelo menos uma cepa de Candida sp. com perfil de resisténcia frente
ao fluconazol, passaram ou estavam em tratamento com o antifingico fluconazol. ©%

No grupo de pacientes, os trés individuos a partir dos quais foram isoladas
cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol, estavam sob tratamento com
antibioticoterapia e antifungicoterapia durante internacdo e, um deles, manifestava a
infeccdo no momento da coleta. De fato, a exposicdo prévia aos azolicos constitui
fator que aumenta a probabilidade de selecdo de cepas resistentes a essa classe de
medicamentos por Candida sp., anteriormente constituinte da microflora oral. % 62
Logo, para tais pacientes, que utilizam medicamentos que séo derivados de drogas
azolicos, deve-se considerar a terapéutica local como a de primeira linha nos casos
em que a manifestacéo clinica da infeccédo for compativel com a mesma. Ja para os
casos moderados a severos, deve-se utilizar a terapéutica sistémica. ¢ ® No
presente estudo observou-se também, maior frequéncia do fenotipo de sensibilidade
dependente da dose de Candida sp. isolada a partir dos portadores do HIV/doentes
com AIDS frente ao itraconazol. Esse achado possivelmente reflete o uso prévio de

az6is, conforme anteriormente relatado. % %
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OHMIT et al. (2003) ™Y em um estudo realizado com uma populacdo de
pacientes soropositivos para o HIV, que fazia profilaxia com drogas azdlicas, pode
observar que a persisténcia e a ocorréncia da colonizacdo da mucosa oral por
leveduras de Candida sp. estava relacionada ao uso de medicamentos derivados de
azois, poréem essa medicacdo prévia nao foi determinante no desenvolvimento e/ou
namero de episédios de candidiase orofaringea. JA& em um estudo realizado por
Hung et al. (2005) © ficou evidente que as drogas azdlicas, em especial o
fluconazol, influenciavam ndo apenas a composicdo da microflora oral comensal
como também o numero de episédios de candidiase bucal. Dada a auséncia de
dados completos sobre a antifungicoterapia nos prontuarios dos pacientes aqui
incluidos, nédo foi possivel pesquisar a possivel influéncia de tal exposi¢cdo sobre a
colonizacéo/infeccdo por Candida sp. ou ainda sobre a ocorréncia de candidiase
orofaringea.

Por sua vez, dentre as espécies “nao albicans” isoladas a partir da mucosa oral
do grupo de pacientes, destaca-se C. krusei, que apresentou perfil de sensibilidade
intermediario frente ao itraconazol e resisténcia para o fluconazol expressiva, fato
esse de acordo com dados da literatura, em razdo da resisténcia intrinseca dessa
espécie frente aos azodlicos. ®® Além do mais, C. krusei é mais comumente
encontrada como colonizadora da cavidade oral de individuos que fazem uso
continuo de derivados azélicos. De fato, Abi-Said et al. (1997) ®® verificaram que a
profilaxia com fluconazol em soropositivos para o HIV/doentes com AIDS,
proporcionou alta protecdo contra C. tropicalis e C. albicans, porém promoveu
elevacdo da ocorréncia de C. glabrata e de C. krusei. Também, Sant’ Ana et al.

(2002) ©® em um estudo multicéntrico realizado no Brasil, observaram que 0s
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isolados de C. krusei obtidos a partir do grupo de individuos soropositivos para o
HIV/doentes com AIDS, apresentaram sensibilidade diminuida frente aos azéis.

Provavelmente, a terapia e/ou a quimioprofilaxia antifingica, frequentemente
indicada aos portadores do HIV/doentes com AIDS, propiciou o isolamento de
espécies de Candida sp. com sensibilidade reduzida aos azoéis na populacdo de
pacientes aqui estudada.

No presente estudo, a constatacdo de individuos saudaveis cuja microflora oral
foi composta por cepas de Candida sp. resistentes aos derivados azdlicos, é um
dado intrigante, visto que esse acontecimento é raramente citado na literatura. % 57
%2 Chama ainda a atencdo, o fato de que nenhum dos individuos desse grupo
relatou exposicao prévia a esses farmacos. Uma possivel explicacdo seria a ja
mencionada tendéncia de mudanca na composicdo da microflora oral por
disseminacdo comunitaria de cepas anteriormente restritas a grupos mais
suscetiveis. Nesses casos, seria possivel verificar a disseminacdo de espécies com
reduzida sensibilidade aos azéis, culminando em cepas com perfil ndo usual de
resposta aos antifingicos como colonizantes da cavidade bucal de pessoas
saudaveis. **® Ainda, o fato de terem sido isoladas cepas de C. glabrata,
intrinsecamente resistentes aos azéis, ©® contribuiu sobremaneira para a elevacéo
do total de cepas com sensibilidade reduzida nesse grupo

Enfim, o método de disco difusdo, embora seja uma técnica pratica e
econdmica para uso em rotina diagndstica, possui limitacdes significativas entre elas
o resultado qualitativo, ou seja, a impossibilidade de determinacdo da concentracao
inibitéria minima (MIC), além da dificuldade de obtencéo de resultados reprodutiveis
por longos periodos. Logo, os dados obtidos por meio desse recurso devem ser

contabilizados com precaugéao /7179
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A avaliacdo do perfil de susceptibilidade aos antifungicos realizada por
microdiluicdo em caldo, permitiu determinar a resposta in vitro de todas as leveduras
isoladas frente aos antifungicos: fluconazol, cetoconazol, itraconazol e anfotericina B
utilizando protocolo validado pelo NCCLS (2002). "? Para esse comité, o método de
diluicho em caldo é o de referéncia, pois apresenta uma reprodutibilidade intra e

interlaboratorial  superior a 90%. (89

Porém, embora apresente boa
reprodutibilidade, é um método laborioso, demorado e dispendioso. Por sua vez,
metodologias mais simples como o teste de difusdo em disco “’® e mesmo o Etest
(178) apresentam uma eficiéncia limitada apenas aos casos de isolados suscetiveis,
porém nao nos dose-dependentes ou resistentes. ¢ 18

A microdiluichio em caldo forneceu assim resultados diferentes daqueles
observados no antifungigrama por disco difusdo para as cepas testadas nesta
pesquisa. Foram verificadas cepas sensiveis e com perfil SDD frente as drogas
testadas, porém nenhum isolado de Candida sp. foi resistente. Tais achados séo
consistentes ja que essa metodologia é considerada padrdo ouro dentre os testes
para avaliacdo do perfil de sensibilidade antifingica. (% 17818

Frente a anfotericina B todas as cepas obtidas a partir da mucosa oral dos
grupos (paciente e controle) foram sensiveis, resposta essa também verificada por
disco difusdo. De fato, a resisténcia das leveduras desse género aos polienos é
raramente observada, pois esses medicamentos exigem curtos periodos de
exposicao visto a sua elevada toxicidade o que acaba por minimizar a selecéo de
cepas resistentes. ©& 57

Para o fluconazol, a diferenca entre as CIMso e CIMgy, encontradas entre as

cepas de C. albicans obtidas a partir do grupo paciente (0,5 pg/mL e 8,0 pg/mL

respectivamente) e grupo controle (0,125 pg/mL e 4,0 pg/mL respectivamente)
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indicam uma alteracédo nas concentracdes necessarias para inibicdo do crescimento
dessa levedura, de tal modo que, apenas no grupo de pessoas soropositivas para o
HIV/doentes com AIDS, obteve-se cepas com perfil SDD frente a essa droga
(aproximadamente 5% dos isolados de C. albicans). Nossos achados estdo de
acordo com um estudo realizado por Sant’Ana et al. (2002) que identificaram cerca
de 6% das cepas de C. albicans, isoladas a partir da cavidade oral de pacientes
soropositivos para o HIV/AIDS, com perfil SDD frente a essa droga. ©®

A importancia de se determinar a CIM, principalmente para os derivados
azolicos, consiste no fato de que a acdo desses farmacos € dependente da
concentracdo da droga. 8% 8 Conforme ja relatado por outros autores, a exposicdo
prévia aos azolicos, em especial ao fluconazol, exerce uma pressao seletiva sobre
as leveduras da microbiota oral de modo que as mesmas tenham que ser expostas a
doses cada vez maiores para inibicdo do crescimento, além de favorecer a
permanéncia de Candida sp. resistente, ou ainda de indu¢cdo dos mecanismos de
resisténcia. ®® 57 %% 89 Quanto aos dltimos, um dos mecanismos que vém sendo
mais extensivamente estudados relaciona-se a diminuicdo da concentracdo do
farmaco devido ao aumento da ativacdo ou expressédo dos genes (MDR e CDR) que
codificam as bombas de eliminagdo ativa de drogas antifingicas, em especial as
azolicas. ®” Esse mecanismo ja foi observado em até 85% dos isolados com perfil
de SDD e resisténcia. ®® Outros meios de resisténcia apresentados sdo as
alteracdes no gene ERG11 que codifica a enzima lanosterol 14 alfa desmetilase
(componente imprescindivel para a formacdo da membrana fungica celular),
detectadas em até 35% dos isolados resistentes. ®? De modo geral, o que acontece

€ a combinacgéo de varios mecanismos de resisténcia ao mesmo tempo, sendo essa
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somatoéria verificada em até 75% dos isolados de Candida sp. com alto nivel de
resisténcia frente ao fluconazol. " ¢

Quanto ao itraconazol o percentual das cepas de C. albicans SDD obtidas a
partir do grupo de pacientes (24%) foi superior em relacdo ao mesmo fenotipo
expresso pelas cepas obtidas no grupo controle (17%). Para o primeiro grupo, esse
fendtipo ndo surpreende dada a possivel exposicdo prévia aos azéis. ©” Porém, a
deteccdo de C. albicans, obtidas a partir da mucosa oral das pessoas
imunocompetentes, com perfil de SDD frente ao itraconazol, € um fato que contraria
os dados existentes. Esse dado pode ser um indicio de uma alteracdo no perfil de
sensibilidade antifangica das cepas de C. albicans comensais da microbiota oral, de
pessoas saudaveis, conforme ja sugerido por outros autores. ®% 57 806D para o
cetoconazol, surpreendentemente, todas as espécies, obtidas a partir dos individuos
imunocompetentes, foram SDD com proporcdo ligeiramente superior aquela
observada nas cepas de C. albicans, isoladas a partir da mucosa oral dos
imunocomprometidos. Esse achado, aliado aos nosso dados sobre o perfil SDD
frente ao itraconazol, é preocupante, visto que a literatura aponta essa tendéncia
como tipica de pacientes soropositivos para o HIV/AIDS, em decorréncia da
exposicdo dos pacientes frente a esse farmaco, mas, tal comportamento exibido
pelas cepas isoladas a partir de pessoas saudaveis, aponta para a possibilidade de
disseminacdo comunitaria de estirpes com tendéncia a uma rapida manifestacao de
resisténcia frente aos derivados azélicos. ¢" 5% 69

Em relacdo as espécies “ndo albicans” isoladas nos dois grupos verificou-se
que todas foram sensiveis ao fluconazol, fato esse ndo esperado *** ¥ Quanto ao
cetoconazol e ao itraconazol, o comportamento das Candida “ndo albicans”, em

ambos 0s grupos, apresentou resultados similares. Tais achados reforcam a
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hipotese j& levantada de disseminagdo comunitaria, agora de espécies de Candida
“‘ndo albicans”, como agentes comensais exibindo perfii SDD frente a alguns
antifingicos azolicos, no caso ao cetoconazol e ao itraconazol. Ademais, o fato de
encontrar cepas que exibiram perfil de SDD frente a mais de uma droga azélica
simultaneamente, indica uma possibilidade de resisténcia cruzada a tais
medicamentos © ¢%

Quanto ao grupo de pacientes, embora a colonizacdo/infeccao por cepas com
perfil de resisténcia aos azdis seja tipico de soropositivos para o HIV/AIDS, ha uma
preocupacdo quanto a probabilidade da transmissdo dessas cepas entre 0sS
comunicantes dessas pessoas, com possibilidade de disseminacdo em ambito
social, justificando assim o monitoramento dos pacientes que fazem profilaxia ou

(176. 184 Tais achados demonstram tanto a

tratamento com drogas azdlicas.
importancia da determinacdo prévia da CIM para estabelecer o protocolo clinico
mais adequado para o tratamento dos episédios de candidiase orofaringea
o R (140, 184)
principalmente as recorrentes, nesse grupo de individuos.
Enfim, é fundamental considerar que a identificacdo da espécie € importante,
mas néo suficiente, para manter ou re-orientar a conduta terapéutica principalmente

em pacientes com histdria de profilaxia e/ou terapia prévia com azéis ou em caso de

falhas terapéuticas.
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5. CONCLUSOES

As seguintes conclusdes foram obtidas sobre a microbiota oral do género
Candida sp. obtida a partir de uma populacédo de portadores do HIV/doentes de

AIDS e respectivo grupo controle da regido Noroeste do Estado de Sao Paulo:

» Pacientes imunocomprometidos sdo mais suscetiveis a colonizacao/infeccéo
em relacao as pessoas saudaveis.

» A espécie mais freqiente em ambos os grupos é Candida albicans, enquanto
gue C. dubliniensis ndo acomete a populacéo estudada.

» Candida “nao albicans” coloniza quantitativa e qualitativamente, de modo
equivalente, a mucosa oral das pessoas saudaveis e daquelas portadoras do
HIV ou doentes de AIDS.

» Candida sp. exibe indices similares de sensibilidade dependente da dose
frente ao cetoconazol e ao itraconazol nos grupos estudados.

» O uso de préteses dentarias aumenta as chances de colonizacao/infeccao,
somente nos portadores do HIV e doentes de AIDS.

> E fundamental considerar que a identificacdo da espécie é importante, mas
nao suficiente, para manter ou re-orientar a conduta terapéutica
principalmente em pacientes com histdria de profilaxia e/ou terapia prévia com

azois ou em caso de falhas terapéuticas.
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Apéndice 1.

TERMO DE PARTICIPACAO E LIVRE CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa chamada “Candida
sp. na microbiota oral de individuos soropositivos para o HIV-1 e
Imunocompetentes”. Esse projeto coordenado pela Prof.? Dr.? Andréa R. B. Rossit,
vai estudar os micrébios causadores da candidiase (sapinho) nas pessoas
portadoras e ndo portadoras do HIV. Sua participacdo consiste em permitir, caso
queira, que os profissionais de saude (médicos ou enfermeiros), facam uma
raspagem, com material estéril de uso individual, da parte interna de sua bochecha.
Depois disso,faremos uma avaliacdo dos micrébios em laboratério. Essa coleta ndo
tera desconforto ou alteracdo em seu quadro clinico. Vale a pena lembrar que todos
temos micrébios em nosso organismo e que apenas em algumas situacdes
especiais eles podem causar doenca.

Queremos deixar claro que seu nome nunca sera divulgado, nem a origem das
informacBes que vocé nos fornecer. Durante a pesquisa, vocé podera tirar qualquer
davida a respeito do trabalho e, se necessario, entrar em contato com a
coordenadora da mesma, a Prof.? Dr.? Andréa R. B. Rossit, pelo telefone: 017-3201-
5736/5911, na Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto. Vocé também néo
tera nenhuma despesa com essa pesquisa. O material cedido destina-se a analise
cientifica e ndo pode ser comercializado ou fornecido como resultado da anélise
clinica.

Caso tenha duvidas sobre esse acordo ou alguma questdo que nao tenha sido
resolvida, vocé ainda podera entrar em contato com a Comissdo de Etica da
Faculdade (017-3201-5700 R 5813).

S&o José do Rio Preto, , ,
Nome do sujeito da pesquisa:

Assinatura:

Endereco: Telefone:
RG do prontuario médico:
Médico responsavel:

Pesquisadora responsavel:
Prof.2 Dr.® Andréa Regina Baptista Rossit

FAMERP: Centro de Investigacao de Microrganismos.
FONE: (0XX17) 3201 5700 R: 5736/5911
Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 Vila Sdo Pedro, CEP 15090-000
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Apéndice 2.
FICHA EPIDEMIOLOGICA
N° amostra:
Nome:
Rg do prontuéario:
Idade:
Sexo: 1) Masculino 2)Feminino

Etnia: 1) Caucaséide 2) Negroéide 3) Mestico 4)Oriental
5) Indigena

Endereco : 1) zona rural 2) zona urbana 3) semi urbana 4)periferia
Paciente internado? 1) Sim 2) Nao

Data da internacéo:

Tempo de internagéo:
E usuério de protese dentaria: 1) Sim 2) Nao
Como realiza a higiene bucal? 1) Escova dental

2) Escova + fio dental
3) Outro:

Qual a frequéncia? 1) 1x/dia 2) 2x/dia 3) 3x/dia
4) 4x/dia 5) + de 4x/dia

E usuério de drogas injetaveis: 1) Sim 2) Nao
Abuso de élcool? 1) Sim 2) Nao
Primeira infec¢cdo? 1) Sim 2) Nao
Transplantado? 1) Sim 2) Nao

Necessitou de Unidade de Terapia Intensiva? 1) Sim 2) Nao
Quanto tempo permaneceu na UTI?

E portador de : 1) HIV Contagem de CDC Carga Viral
CD4 CDS8
2) Diabete
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3) neoplasia local:

4) neutropenia

5) doenca crénica qual?
6) valvula cardiaca

7) protese

6) Outras Qual?

Necessitou ou necessita de:1) terapia imunossupressora
2) hemodidlise
3) nutricdo parenteral
4) ventilacdo mecénica
5) transfusédo de sangue quantas?
6) quimioterapia
7) radioterapia
8) sondagem tipo:
9) cateter venoso central

Jafez uso de: Antibioticoterapia 1) Sim 2) Nao

Agente:
Periodo:
Poliquimioterapico? 1) Sim 2) Nao

Antifungicoterapia 1) Sim 2) Nao
Motivo/agente:
n° de hemoculturas positivas:
qual antifangico?
Dose?
Por quanto tempo?
Ha quanto tempo?

Terapia antiretroviral 1) Sim 2) Nao
Qual:
Periodo:
Ha quanto tempo?

Observacgoes :
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Apéndice 3
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Apéndice 4.

Critérios para definicdo da sensibilidade aos antifungicos testados por meio do

antifungigrama por disco difusédo

ANTIFUNGICO TESTADO / HALO DE INIBICAO (mm)

Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Anfotericina B
Susceptibilidade
Sensivel >19 =20 >20 >10
Intermediario 14 a19 12a19 10a 20
Resistente <14 <10 <20 <10

FONTE:CECON: Disponivel em:< www.ceconsp.com.br/produtos.html>, acesso em 10/05/2005.



http://www.ceconsp.com.br/produtos.html
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Apéndice 5.

Critérios de susceptibilidade aos antifungicos: fluconazol e itraconazol para o teste

de Microdiluicédo

Suscetibilidade CIM fluconazol CIM itraconazol
(Mg/mL) (Mg/mL)

Sensivel <8 <0,125

S-DD 16 e 32 0,25-0,5

Resistente >64 > 1

Fonte: NCCLS. Método de Referéncia para testes de diluicdo em Caldo para Determinacdo da
Sensibilidade a Terapia Antifingica das Leveduras; Norma Aprovada —Segunda Edicdo. NCCLS
document M27-A2 [ISBN 1-56238-469-4]. NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne,
Pennsylvania 19087-1898 Estados Unidos, 2002.S-DD: sensivel dependente da dose.
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Apéndice 6.

Resumo

Este estudo avaliou Candida sp. isolada da mucosa orofaringea e sua sensibilidade
antifangica em 52 portadores do HIV/Aids, residentes na Regido Noroeste Paulista e
respectivos controles. Para tanto, foram utilizados testes classicos, o “kit”
API20IDAUX e a disco difusao para: anfotericina B, fluconazol, itraconazol e
cetoconazol. O isolamento de Candida sp. foi maior (p < 0,05) em pacientes e
controles, sendo o indice de colonizacao/infeccdo superior entre usuarios de
préteses dentérias, em ambos os grupos (p < 0,05). A frequiéncia de espécies “nao-
albicans” nao diferiu (21%) nesses grupos. Todas as cepas obtidas foram sensiveis
a anfotericina B, enquanto uma cepa de C. albicans foi resistente a todos os azdis.
Treze por cento das cepas foram resistentes ao fluconazol, em ambos os grupos.
Nossos resultados mostram que o grupo HIV/Aids é mais colonizado por Candida
Sp. que 0s soronegativos para este virus, sem mudanca na proporcédo Candida
albicans/“ndoalbicans” ou no perfil de resisténcia aos azais.

Palavras-chave: HIV, microbiota oral, Candida sp., drogas antifungicas.
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Apéndice 7.
Aprovacao trabalho 22/2007 - Revista Panamericana de Infectologia

- Original Message -----

From: Revista API

To: Andrea

Sent: Friday, July 27, 2007 1:07 PM

Subject: Aprovacgéao trabalho 22/2007 - Revista Panamericana de Infectologia

Prezada Dra. Andréia,

E com satisfacdo que a Revista Panamericana de Infectologia
comunica que o trabalho 22/2007: "Candida sp. na cavidade oral de individuos
soropositivos e soronegativos para HIV-1 no Noroeste Paulista, Brasil", de Gismar
Monteiro Castro Rodrigues, Tabata Dias Capobianco, Tabata Salum Callile Atique,
Luciana Moran Conceicdo, Valéria Daltibari Fraga, Maria José Soares Mendes
Giannini, Irineu Luiz Maia, Margarete Teresa Gottardo de Almeida, Ricardo Luiz
Dantas Machado e de sua autoria foi aprovado para publicacdo na Revista
Panamericana de Infectologia no dia 27 de julho de 2007.

Atenciosamente,
Cynthia de Oliveira Araujo
Jornalista Responsavel
Office Editora e Publicidade
Tel.: (11) 5078-6815/5587-5300
www.revista-api.com.br



http://br.f612.mail.yahoo.com/ym/Compose?To=office.editora@uol.com.br
http://br.f612.mail.yahoo.com/ym/Compose?To=andrea@famerp.br
http://www.revista-api.com.br/
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Resumo

Este estudo avaliou Candida sp. isolada da mucosa orofa-
ringea e sua sensibilidade antifingica em 52 portadores do
HIV/Aids, residentes na Regido Noroeste Paulista e respectivos
controles. Para tanto, foram utilizados testes classicos, o “kit”
API20IDAUX e a disco difusao para: anfotericina B, flucona-
zol, itraconazol e cetoconazol. O isolamento de Candida sp.
foi maior (p < 0,05) em pacientes e controles, sendo o indice
de colonizagao/infeccdo superior entre usuarios de proteses
dentérias, em ambos os grupos (p < 0,05). A freqliéncia de
espécies “nao-albicans”’ nao diferiu (21%) nesses grupos. Todas
as cepas obtidas foram sensiveis a anfotericina B, enquanto
uma cepa de C. albicans foi resistente a todos os azéis. Treze
por cento das cepas foram resistentes ao fluconazol, em ambos
os grupos. Nossos resultados mostram que o grupo HIV/Aids
€ mais colonizado por Candida sp. que os soronegativos para
este virus, sem mudanca na proporcao Candida albicans/“nao-
albicans’ ou no perfil de resisténcia aos azéis.

Palavras-chave: HIV, microbiota oral, Candida sp., drogas
antifdngicas.

Abstract

This study evaluated Candida sp. and its antifungical sen-
sitivity profile in the oral mucosa of 52 HIV/Aids carriers and
respective controls in the Northeastern Sao Paulo State region.
Classic tests and the API20IDAUX kit as well as the disc-diffusion
method (anfotericin B, fluconazol, itraconazol and cetoconazol)
were performed. Candida sp. isolation rate was higher (p < 0,05)
in patients than controls and the colonization rate was superior
among dental apparatus users, in both groups (p < 0,05). Can-
dida “non albicans” species frequencies did not differ (21%)
between these groups. All isolated strains were susceptible to
anfotericin B, while one C. albicans strain was resistant to all
azoles. Thirteen percent of the strains were resistant to fluco-
nazol, in both groups. Our results show that the HIV/Aids group
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is more frequently colonized by Candida sp. than
the serum-negative individuals, without alterations
in the C. albicans/“not albicans” ratio or in the
resistant phenotype to azoles.

Key words: HIV, oral flora, Candida sp., Anti-
fungical drugs.

Introducao

As leveduras do género Candida sp. colonizam
como agentes comensais a cavidade bucal de
cerca de 30% a 35% da populagao adulta sem
evidéncia de infeccdo e a espécie Candida albi-
cans corresponde a 95% do total de isolados.™ De
fato, relatos de colonizagdo de mucosas do trato
gastrintestinal® por Candida sp. e de candidiase
de manifestacdo superficial®* tém sido descritos
na literatura. Os principais fatores relacionados a
esses fendmenos s@o o advento da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Aids) e o uso difundido
da antibioticoterapia de largo espectro de acéo,
bem como da quimioprofilaxia antifingica, também
administrados aos portadores de neoplasias e trans-
plantados e que, por sua vez, selecionam agentes
oportunistas e cepas resistentes.”® Em pacientes
soropositivos para o HIV, a candidiase de mucosa é
ocorréncia freqiente, sendo a C. albicans o agente
responsavel por cerca de 85% das infecgdes.®®
Dentre as espécies “nao-albicans”, algumas sao
consideradas patégenos emergentes, dentre elas
a C. dubliniensis e a C. glabrata, ja que, além de
outras propriedades, a primeira manifesta rapida
resisténcia apos exposicao ao fluconazol, enquanto
a segunda tem como caracteristica marcante a
resisténcia intrinseca ao mesmo.”

Apesar da aprovacao dos antifungicos imidazoli-
cos e triazélicos ter representado um grande avanco
no tratamento de infecgBes flingicas sistémica e
local, atualmente verifica-se que o amplo emprego
desses no tratamento de patologias por leveduras
tem favorecido a selec@o de cepas com reduzida
sensibilidade ou até mesmo a manifestacdao do
fenoétipo resistente. Por sua vez, o perfil de sensi-
bilidade de Candida sp. aos antifingicos difere, o
que torna fundamental a identificacdao do agente
etioloégico causador da candidiase antes de iniciar
a terapéutica empirica.®®

A prevaléncia da infecgao pelo virus HIV no
Sudeste do Brasil é alta, contribuindo com cerca
de 68% de todos os casos do pais, sendo que o
municipio de Sao José do Rio Preto destaca-se
no Estado de Sao Paulo na quinta posicao em
nimero de casos.” O Hospital de Base de Sao
José do Rio Preto é um hospital escola de nivel
terciario, responsavel pelo atendimento da grande

maioria da populacado da Regido Noroeste do Es-
tado de Sado Paulo. Nesse contexto, é a referéncia
regional para o tratamento dos portadores do HIV
e doentes de Aids.

O objetivo deste estudo foi determinar as fre-
gliéncias e perfil de sensibilidade antifungica das
espécies de Candidasp., isoladas a partir da mucosa
orofaringea de portadores do HIV-1, com a doencga
Aids manifesta ou nao, e de seus respectivos contro-
les, bem como avaliar os fatores de risco associados
a presenca dessas leveduras.

Pacientes e métodos

Foi efetuada a coleta a partir da mucosa
oral de 52 pacientes portadores do HIV, com
a doenca Aids manifesta ou n&o, atendidos no
ambulatério de Doengas Sexualmente Transmis-
siveis (DSTs) ou internados no Setor de Doengas
Infectoparasitarias do Hospital de Base de Sao
José do Rio Preto, utilizando-se um swab estéril
de transporte. As amostras foram imediatamente
encaminhadas ao Centro de Investigagéo de Mi-
crorganismos (CIM) para processamento. Os dados
clinicos e epidemiolégicos foram obtidos a partir
dos prontuarios e entrevista, sendo em seguida
anotados em ficha apropriada e posteriormente
registrados em base de dados. Paralelamente a
coleta realizada no grupo de pacientes, foram
obtidas amostras a partir do mesmo nimero de
individuos saudaveis, recrutados entre alunos e
funcionéarios da Faculdade de Medicina de Sao
José do Rio Preto (FAMERP), pareados por etnia,
idade e sexo, para constituir o grupo controle.
Foram consideradas cepas colonizantes aquelas
provenientes da mucosa oral de individuos que
nao referiram sintomas de candidiase oral no mo-
mento da coleta, enquanto as infectantes foram
isoladas a partir de mucosas orais afetadas. As
amostras foram semeadas em meio CHROMagar
Candida (BioMérieux, Paris, Franca) e incuba-
das a 30°C por até cinco dias para identificacao
presuntiva. Em paralelo, o material obtido foi se-
meado em agar Sabouraud para posterior analise
micromorfologica por meio dos testes de formacgéao
do tubo germinativo e microcultivo em agar Corn
Meal CM103® (Oxoid) acrescido de Tween 80 P.S.®
(Vetec) e bioquimica pelo kit comercial API 20 ID
C AUX (BioMérieux, Paris, Franca), de acordo com
instrucdes do fabricante. O perfil de sensibilidade
antifungica foi avaliado por disco difusao (M-44P,
NCCLS),® frente as seguintes drogas: anfotericina
B, cetoconazol, itraconazol e fluconazol (CECON,
Brasil). As anélises foram realizadas no programa
estatistico EPIINFO (versdo 6.0). Para obter a in-
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dependéncia entre as proporg¢des foram utilizados
o teste do qui-quadrado e o teste exato de Fisher.
O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Aspectos éticos

O protocolo deste estudo foi elaborado de acordo
com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (Resolugao
do Conselho Nacional de Saude n. 196/96, de 10
de outubro de 1996) e foi aprovado pelo Comité
de Etica da FAMERP (protocolo n° 5386/2002).
Os individuos aqui recrutados foram previamente
elucidados quanto ao estudo a ser desenvolvido
e aqueles que concordaram em participar, apos a
assinatura do termo de consentimento livre e escla-
recido, foram incluidos.

Resultados

Para ambos os grupos, a média de idade foi de
42,71 anos (s?°=10,37) e a faixa etéria variou de 22
a 73 anos. Quanto ao género, a maioria (61,54%)
pertenceu ao sexo masculino e, em relacéo a etnia,
aproximadamente 81 % foi classificada como cauca-
sbide e os demais como negréides. O tempo médio
de diagnostico positivo para o HIV-1 foi de 6,72

Tabela 1. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos portadores

do HIV-1 e/ou doentes com Aids e respectivos controles

anos, variando de um més a 20 anos. A pesquisa
do status imunolégico forneceu contagem de células

TCD4* variando de 2 a 1130 U/mm? ()? =232,44
e s?= 270 U/mm?®), enquanto a média da carga viral

foi de X =56260,8 copias/mm>.

As caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos
portadores do HIV-1 e/ou doentes com Aids e res-
pectivos controles estdo sumarizadas na Tabela
1. O maior indice no uso de prétese dentaria foi
verificado no grupo HIV/Aids (qui-quadrado, p =
0,002), que também realizava higiene bucal de
pior qualidade (qui-quadrado, p = 0,019). Além
disso, 0 mesmo grupo apresentou maior fre-
gUéncia de etilistas (qui-quadrado, p=0,011) e
de usuérios de drogas injetaveis (teste exato de
Fischer, p = 0,006), o que ocorreu também em
relagd@o ao uso de antibioticoterapia (46,15% em
pacientes versus 2% grupo controle), antifingicos
e anti-retrovirais (84,5% em pacientes versus zero
grupo controle, qui-quadrado, p < 0,001). Por
fim, os portadores do HIV/doentes de Aids foram
mais afetados pela candidiase orofaringea do que
os individuos saudéaveis (teste exato de Fischer,
p = 0,005).

A taxa de isolamento de Candida sp. foi signi-
ficantemente maior (76,9%) no grupo HIV/Aids
que no grupo controle (560% - qui-quadrado, p <
0,05). Uma relacao diretamente proporcional foi

Variavel " :::;emes% (nG;u:;)conm:: P ve_rifi_caAcIa quanto ao m]mgro_de céeias do HIV—1 e
Higiene Oral a |nC|de_nC|a de colonizagao/infec¢ao por _Cand/da
Satisfatoria 30 576 7 80,7 A sp. (qui-quadrado, p < 0,05). Foram isoladas
Insatisfatdria 2 2.4 10 193 | 0019 cerca de 79% de cepas de Candida albicans e
Prétese Dentéria 21% de Candida “nao-albicans”, nos dois grupos
Sim 26 50 10 19,2 !
Néo 26 50 42 80,8 0,002
Uso de Drogas Injetaveis /
Sim 7 13,5 0 0 .
Néo 45 86,5 52 100 0,006 f:
Etilista 16
Sim 15 28,8 4 7,6 . 14

. 0,011 12
N3o 37 71,2 48 92,3 @PD sim
Candidiase Orofaringea 12 mPD ndo
Sim 8 15,4 0 0 .
Néo 44 84,6 52 100 | %0 i
Internagdo (prévia ou atual) 2
f]lg(]) ;; i;’? 448 972'73 0 (;)1' R colonizagdo mista colonizagao Gnica
Terapia Antimicrobiana*
E':; ?g 222 511 91891 0'0<01. Figura 1. Distribuicao dos pacientes soropositivos
Uso da HAART para HIV e doentes com Aids de acordo com o
Sim 35 673 0 0 < indice de colonizacao mista por Candida sp. nos
Nao 17 32,7 52 100 | 0,001° pacientes que fazem (PD sim) ou nao (PD nao) uso

*Antibacterianos e/ou Antifiingicos; *Qui-quadrado, **Teste Exato de Fischer
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Tabela 2. Distribuicédo das cepas de Candida sp. isoladas
(n = 47) a partir da mucosa de individuos soropositivos para
o HIV-1 segundo perfil de sensibilidade aos antifiingicos:
cetoconazol, anfotericina B, itraconazol, fluconazol

Tabela 3. Distribuicéo das cepas de Candida ‘néo-albicans”
isoladas (n =12) a partir da mucosa de individuos soropositivos
para o HIV-1 segundo perfil de sensibilidade aos antiftingicos:
cetoconazol, anfotericina B, itraconazol, fluconazol

Perfil de Sensibilidade (%)

Perfil de Sensibilidade (%)

Antifingicos | Sensivel Intermediaria | Resistente Total Antifiingicos Sensivel Intermediaria | Resistente Total
Cetoconazol 97,87 2,13 0 100 Cetoconazol 100 0 0 100
ltraconazol 61,7 38,3 0 100 ltraconazol 50 50 0 100
Fluconazol 80,85 6,38 12,77 100 Fluconazol 67 8 25 100
Anfotericina B 100 00 00 100 Anfotericina B 100 00 00 100

estudados. As cepas de Candida “nao-albicans”
isoladas a partir da mucosa oral dos pacientes
foram: duas cepas de C. dubliniensis, duas de C.
krusei, duas de C. inconspicua, duas de C. tropi-
calis e, finalmente, uma como C. guilhermondii
e uma como C. famata. Ja no grupo controle, as
Candida “nao-albicans” foram classificadas como:
C. glabrata (trés cepas) e como C. famata, C. tro-
picalis e C. parapsilosis (uma cepa de cada). No
grupo controle, trés individuos (7%) apresentaram
dupla colonizacdo. Em dois deles foram isoladas
cepas de C. glabrata e C. albicans, enquanto um
terceiro apresentou C. parapsilosis e C. albicans.
Sete individuos do grupo HIV/Aids apresentaram
diferentes combinacdes de espécies configurando
dupla colonizacao (14%): dois deles portavam C.
albicans e C. inconspicua; um C. albicans e C.
guilhermondii; um C. albicans e C. dubliniensis;
um C. krusei e C. dubliniensis; um C. albicans e
C. krusei e, um ultimo, C. albicans e C. famata. O
indice de colonizagao (Gnica e mista) foi superior
(qui-quadrado, p < 0,05) em usuérios de préteses
em relagao aos nao usuarios, tanto em pacientes
(Figura 1) quanto nos individuos saudaveis. Trinta
e trés por cento das cepas isoladas a partir da
mucosa oral desses individuos correspondem a
Candida “nao-albicans”. Dentre as cepas de C.
albicans obtidas dos soropositivos para o HIV,
verificou-se que 8% eram resistentes ao flucona-
zol, enquanto 35% apresentavam sensibilidade
intermediéaria (uma para o cetoconazol e 12 para
o fluconazol; Tabela 2). J& dentre as Candida
“ndo-albicans”, 30% mostraram resisténcia ao
fluconazol, enquanto 70% e 10% mostraram
sensibilidade intermediaria ao itraconazol e ao
fluconazol, respectivamente (Tabela 3). Nos
individuos saudaveis, todas foram sensiveis ao
cetoconazol. Dentre as C. albicans isoladas, 4%
mostraram resisténcia ao itraconazol e 13% ao
fluconazol. Uma Unica cepa resultou em perfil de
sensibilidade intermediaria ao fluconazol (4%).
Para Candida “nao-albicans”, a Gnica cepa de C.

glabrata isolada (17%) foi resistente ao flucona-
zol e ao itraconazol. Todas as leveduras obtidas,
a partir de ambos os grupos, foram sensiveis a
anfotericina B.

Discussao

E inquestionavel a importancia da Candida sp.
como um colonizador da mucosa gastrintestinal no
grupo de individuos soropositivos para o HIV-1.?
Nossos resultados indicam que os habitos relacio-
nados a higiene bucal propiciam a colonizagao por
Candida sp., independente do status sorolégico
para o HIV-1, corroborando os dados descritos
na literatura.®'® Ademais, a maior taxa de colo-
nizacao, bem como as colonizag¢des por mais de
uma espécie, também foram favorecidas pelo uso
de protese dentaria. De fato, a prétese dentéria
atua como um sitio adicional para colonizacao,
com a conseqlente formacao do biofilme, tanto
bacteriano quanto fungico, constituindo-se em
importante fator de risco, j4 que, por um lado,
dificulta a acao do sistema imunolégico e, por
outro, contribui para o insucesso da terapéutica
antimicrobiana.®!*!?

No grupo HIV/Aids, o aumento da carga viral
contribuiu para a maior propensao a desenvolver
candidiase de mucosa oral (qui-quadrado, p< 0,05),
conforme ja descrito por outros autores.® Porém, é
importante ressaltar que a infeccao oral por Candida
sp., tanto em pacientes soropositivos quanto em
individuos saudaveis, depende também de outros
fatores inerentes a levedura ou a esse sitio para o
seu desenvolvimento, tais como: a produgéo de
enzimas, adesao, dismorfismo, salivagao, presenca
de préteses, producgao de toxinas, colonizagao bac-
teriana e, principalmente, aqueles ligados a defesa
do hospedeiro.®!31

Inicialmente, as espécies denominadas em
conjunto como “nao-albicans” foram associadas
com a candidiase orofaringea em pacientes infec-
tados pelo virus HIV ou entre aqueles com causas
outras de imunodepressao ou ainda entre indivi-
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duos repetida e/ou prolongadamente expostos ao
fluconazol."® No entanto, no presente estudo, a
freqliéncia dessas leveduras em ambos 0s grupos
foi similar, o que acompanha a tendéncia recente
de isolamento das mesmas a partir de indivi-
duos saudaveis, usuarios de proteses dentérias,
portadores de neoplasias e de fibrose cistica.”*?
Nossos dados, aliados aos demais, sugerem que
essa levedura faz parte da microbiota oral normal,
com distribuicao ampla e independente do status
imune na populagao geral.

As duas cepas de C. dubliniensis aqui identifi-
cadas foram isoladas a partir de dois pacientes do
grupo HIV/Aids, sendo que: ambos eram usuarios
de proétese dentéaria, um deles havia sido submeti-
do a terapéutica antifingica e nao recebia terapia
anti-retroviral, enquanto o outro nunca fizera uso de
antifungicos, mas estava sob terapia anti-retroviral
ha dez anos. De fato, a presenga do virus HIV, so-
mada ao uso de antifingicos e/ou anti-retrovirais,
em especial entre os usuarios de prétese dentaria,
ja foi referida como predisponente a colonizacao por
C. dubliniensis.**”

Ficou evidenciado neste estudo que a dupla co-
lonizagao da mucosa oral por cepas de Candida sp.
ocorre mais em portadores do HIV/doentes de Aids
do que em individuos saudaveis (qui-quadrado, p =
0,05), conforme previamente descrito."*"

Tradicionalmente, a inversao na proporgao de C.
albicans versus “nao-albicans”, com o crescente
aumento no isolamento das Ultimas, ocorre em pa-
cientes soropositivos para o HIV e doentes com Aids.
15145 Contudo, neste estudo, a taxa de isolamento
de espécies “ndo-albicans” em ambos 0s grupos
nao diferiu, confirmando pesquisas recentes que
demonstram a substituicao de C. albicans da flora
comensal oral de individuos saudaveis por cepas de
Candida “nao-albicans”.®'*'® As causas para tanto
nao estao totalmente esclarecidas, parecendo que
a exposicao social ao patoégeno é um fator contri-
buinte para a disseminacdo de novas espécies de
Candida.”

Quanto ao perfil de sensibilidade antiflngica,
observa-se uma tendéncia das cepas obtidas a
partir do grupo HIV/Aids em se tornarem resis-
tentes aos antiflingicos azélicos testados. Este
fato merece atencéo, pois essas cepas podem
alcancar a corrente sangiliinea e culminar em
candidemia disseminada refrataria a tratamento,
ja que a maioria dos pacientes estava sob terapia
com antibacterianos (58%) e pelo menos 20%
deles possuia um ou mais dos demais fatores de
risco para tal ocorréncia (internacdo em UTI, uso
de dispositivos invasivos, neutropenia).™ Ja no

30

grupo controle, 13% das leveduras isoladas foram
resistentes ao fluconazol, apesar de seus portadores
nao terem sido expostos previamente a esse azol.
Alguns estudos relacionam achados atipicos como
este ao uso de proteses dentarias, ma higiene bu-
cal, abuso de drogas antifingicas e candidiases
recorrentes, fatores também observados nos indi-
viduos desse grupo.'"'? Qutra possivel explicagado
para tal resultado reside na metodologia utilizada
para determinacgao do perfil de sensibilidade aos
antifungicos, a disco difusdo, uma limitagao que
reconhecemos. Por sua vez, das cepas de Candida
“ndo-albicans” isoladas a partir da mucosa oral
do grupo de pacientes, 50% demonstraram perfil
de sensibilidade intermediaria aos antifingicos
azélicos, enquanto 25% apresentaram resisténcia
(Tabela 3). Ja no grupo controle, das cepas de
Candida “nao-albicans” isoladas, apenas uma cepa
(17%) foi resistente ao fluconazol e ao itraconazol,
sendo que as demais foram sensiveis a todos os
antifingicos. Observa-se, portanto, que as cepas
de Candida “né&o-albicans” isoladas da mucosa
oral dos pacientes exibiram tendéncia superior ao
desenvolvimento de resisténcia a drogas antifun-
gicas do que aquelas do grupo controle, conforme
previamente descrito.®*”

Os dados obtidos mostraram que o grupo HIV/
Aids é mais colonizado por Candida sp. que 0s
soronegativos para este virus, sem mudanca na
proporcao C. albicans/”nao-albicans” ou no perfil
de resisténcia aos azbis. Uma vez que o isolamento
dos agentes leveduriformes do género Candida sp.
tem fornecido resultados que mostram importante
mudanca qualitativa nas espécies que compdem
a microbiota oral,"* a identificacdo da espécie
constitui etapa importante. Nossos dados sugerem
gue a resisténcia em isolados orais de Candida sp.
ao fluconazol na Regidao Noroeste paulista pode
ser preocupante, uma vez que nao esta restrita
aos portadores do HIV/doentes com Aids. Por fim,
a protese dentéaria deve ser considerada fator de
risco para a colonizacao/infeccdao por Candida
sp, independentemente do status imunolégico do
usuario.
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