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Resumo

RESUMO

Introducdo: A candidiase orofaringea é a infecgdo mais comum entre os
individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o agente
etiolégico mais freqientemente isolado é Candida albicans. Entretanto, outras
espécies tém tido significativo aumento, algumas dessas apresentando
suscetibilidade diferencial ou total insensibilidade aos antifungicos, em especial
ao fluconazol. Objetivo: Determinar a prevaléncia de Candida sp. na mucosa
orofaringea de uma populagao soropositiva para o HIV/portadora da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e de um grupo controle com énfase na
pesquisa de C. dubliniensis, além da pesquisa dos perfis de sensibilidade
antifungica das cepas isoladas. Métodos: A coleta de material da cavidade
oral foi realizada com swab estéril com posterior semeadura em meio Agar
Sabouraud Dextrose® e BBL Mycosel Agar®. As colbnias com aspecto
compativel ao de Candida foram ressemeadas em meio cromatogénico
CHROMagar Candida®. Em seguida, as coldnias de cores e/ou tonalidades
distintas foram submetidas aos seguintes testes de identificagdo: microcultivo,
prova do tubo germinativo e analise do perfil bioquimico. As colénias verdes
foram submetidas a testes especificos para triagem fenotipica de C.
dubliniensis: tolerancia a temperatura de 42°C a 45°C e ao agar Sabouraud
hipertonico, formagdo de franjas de hifas em agar Niger e Girassol,
opacificagdo em agar com Tween 80 e assimilacdo de D-xylose e a-D-
glucopiranoside. Por fim, o perfil de sensibilidade antifungica foi avaliado por

difusdo em disco e por microdiluicdo. Resultados: Nos pacientes a prevaléncia
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de colonizagao/infecgcao foi de 87%, sendo isoladas 107 cepas. Dessas 76
cepas foram identificadas como C. albicans, enquanto que 31 como nao-
albicans sendo: 18 como C. tropicalis, 10 como C. glabrata e trés como C.
dubliniensis. A partir do material obtido da mucosa orofaringea de 20 pacientes,
foi possivel o isolamento de mais de uma espécie de Candida sp,
caracterizando a presenca de colonizacido/infeccao mista. Ja a partir dos
individuos do grupo controle, a prevaléncia foi significativamente menor (9%) e
a totalidade das cepas isoladas foi identificada como Candida albicans. As
cepas isoladas a partir dos pacientes foram significantemente mais resistentes
ao fluconazol (p= 0,0039) que aquelas isoladas a partir da cavidade
orofaringea dos controles. Conclusdes: A prevaléncia de Candida sp., tanto de
C. albicans quanto de “ndo-albicans” nos pacientes soropositivos para o
HIV/doentes com AIDS é elevada sendo que a de C. dubliniensis é similar
aquela encontrada em outras regides do Brasil. C. albicans é a unica espécie
isolada da mucosa orofaringea de individuos saudaveis. Cepas isoladas da
mucosa oral dos pacientes sao mais resistentes aos antifungicos que aquelas
isoladas no mesmo sitio anatdbmico no grupo controle. Finalmente, espécies
“‘nao albicans” sao mais resistentes aos azodis e a anfotericina B que os

isolados de C. albicans.
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ABSTRACT
Introduction: Oropharyngeal candidiasis is the commonest infection among
HIV-infected individuals and the most frequently isolated agent is Candida
albicans. However, other species have had significant increase, some of these
presenting distinguishing susceptibility or total unresponsive to the antifungical
drugs, in special to fluconazole. Objective: To determine the prevalence of
Candida sp. in the oropharyngeal cavity of a HIV-infected/AIDS population and
of its control group, with emphasis in C. dubliniensis study. Furthermore, our
objective was to assess the antifungical susceptibility profiles of the isolated
strains. Methods: The sample collection was realized through a sterile swab
and posterior isolation on agar Sabouraud Dextrose® and BBL Mycosel Agar®.
Colonies which resembled Candida were replaced in CHROMagar Candida®
media. Afterwards, accordingly to their colours and/or tonalities the distinct
colonies were submitted to the following identification tests: chlamydospore
production on corn meal agar with Tween 80; germinative tube formation and
biochemical profile analysis. The green colonies were also submitted to specific
tests for phenotypic selection of C. dubliniensis: tolerance to 42 and 45 degrees
temperature to C and 6,5% hypertonic agar, chlamydospore formation on
Sunflower Seed agar and Niger agar, by the formation of an opacity halo in
agar with Tween 80 and D-xylose and alpha D-glucopiranoside assimilation.
Finally, the antifungical susceptibility profiles were evaluated by disk diffusion
and microdilution. Results: In patients, the prevalence of colonization/infection
was of 87%, being a total of 107 strains there isolation. From these, seventy-six

were identified as C. albicans, whereas non-albicans: 18 as C. tropicalis, 10 as
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C. glabrata and three of them as C. dubliniensis. In addition, from the obtained
material though the oropharyngeal cavity of 20 patients, was possible the
isolation of more than one species of Candida sp., characterizing mixed
colonization and/or infection. On the other hand, from the individuals of the
control group, this prevalence was much smaller (9%) and the totality of the
isolated strains was typed as C. albicans. The isolated strains from the patients
were significantly more resistant to fluconazole (p= 0,0039) than those isolated
from the oropharyngeal cavity of the controls. Conclusions: The prevalence of
Candida sp., considering C. albicans and non-albicans in the HIV
serumpositive/AIDS patients is high. C. dubliniensis prevalence is similar to that
one those reported in other regions of Brazil. C. albicans was the only isolated
species of the oropharyngeal cavity of the control group individuals. The
isolated strains from patients oral cavity’s are more resistant to antifungical
drugs than those isolated in the same anatomical site in the control group.
Finally, non-albicans species are more resistant to the azoles and amphotericin

B than C. albicans.
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1) INTRODUCAO

No Brasil, desde a identificacdo do primeiro caso de Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), no ano de 1980, até junho de 2005, foram
notificados 371 mil casos da doenca. Até a década de 90, as taxas de
incidéncia foram crescentes chegando a alcancgar cerca de 20 casos novos de
AIDS por 100 mil habitantes. Ainda nesse periodo, mais de 80% dos casos
estava concentrado nas regides Sul e Sudeste. Contudo, apesar da alta taxa
de incidéncia, o Sudeste €& a unica regido que mostra uma tendéncia
consistente de declinio, ainda que lento, desde 1998. ")

Interessantemente, numerosos trabalhos tém descrito um significante
aumento na incidéncia e diagnostico de candidiase, tanto superficial quanto
sistémica, na ultima década. » %% ® As razdes para este fato sdo muitas, mas a
mais importante € o crescente numero de pacientes imunocomprometidos,
particularmente aqueles infectados pelo HIV, como também o aumento da
sobrevida dos mesmos. & 7:®

A sobrevida mediana dos pacientes com AIDS no Brasil, na década de
80, era de apenas 5,1 meses. Isto significa dizer que, nesse periodo, cerca de
50% dos pacientes evoluiam a Obito em menos de seis meses apds o
diagnostico da primeira infeccdo oportunista. ® No entanto, a partir da
introdugéo da terapia antiretroviral de alta poténcia (HAART), com distribuicdo
universal e gratuita pelo Ministério da Saude, houve importante queda nas
taxas de mortalidade. " ' Deste modo, no ano de 1996, o tempo de sobrevida

média era de 56 meses. ¥ Contudo, 0 aumento na expectativa de vida elevou
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o numero de comorbidades, inclusive aquelas causadas por agentes

oportunistas, bem como a incidéncia de recidivas das mesmas. (11)

1.3) Candidiase orofaringea

Na microbiota fungica da cavidade oral, ha predominio do género

(121319 Entretanto, a prevaléncia de

Candida sobre as demais leveduras.
colonizagdo da cavidade oral por essa levedura em individuos saudaveis é
muito variavel sendo que indices de 5 a 60%, com média em torno de 40%,
tém sido relatados (1% 16 17: 18.19.20) A colonizacéo por leveduras é mais intensa
, . ; (20, 21)

na lingua, seguida pelo palato e mucosa jugal.

Caso haja desequilibrio local ou ainda disfun¢gdo hormonal ou do sistema
imune, a Candida sp. assume papel de fungo oportunista e o individuo passa

(12,13, 17) Nessas condigbes, essa levedura

do estado de portador ao de doente.
invade os tecidos causando quadros clinicos que variam desde processos
infecciosos superficiais até infeccdes profundas envolvendo visceras. ??
Segundo Odds (1988), ?® condicdes tais como as infeccdes, as
disfungcbes enddcrinas, as imunodeficiéncias, as neoplasias, os extremos
etarios, a gestacgédo, as dietas ricas em carboidratos e hipovitaminicas, o uso de
préteses dentarias, a administracdo de contraceptivos, os corticosterdides, os
antibidticos e os agentes imunossupressores seriam os principais fatores que
predispdbem a candidiase orofaringea. Alguns autores admitem que a

candidiase orofaringea, a principio, ndo coloca em risco a vida do doente,

apesar de estar associada com a sensacdo de desconforto oral que pode
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reduzir a ingestao de alimentos, contribuindo para a perda de peso do paciente.
(17, 24)

A candidiase orofaringea, também chamada candidose, descrita por
Hipocrates no século V a.C., compreende quadros de candidiase aguda, com
suas formas pseudomembranosa e eritematosa, além da candidiase cronica,
subdividida em formas atrofica, hiperplasica e candidiase mucocutanea.® A
candidiase pseudomembranosa aguda constitui a apresentagdo clinica
classica, tipica em pacientes com AIDS, e caracteriza-se pela presenca de
placas esbranquicadas e cremosas, localizadas em qualquer parte da
superficie da mucosa oral. Essas lesbes, ao serem removidas, revelam area
eritematosa e sangrante (Figural). O segundo tipo mais comum é a candidiase
eritematosa aguda, em que sao observadas areas avermelhadas, em geral
localizadas no palato e dorso da lingua, onde sao encontradas porgdes
depapiladas associadas a dor e a queimacado (Figura 2). A forma atréfica
crObnica apresenta-se como mucosite eritematosa, algumas vezes
assintomatica, acometendo principalmente individuos portadores de protese
dentaria. A quelite angular associa-se frequentemente a essa forma clinica e
caracteriza-se pela ocorréncia de eritema e fissuras ou ulceras lineares nas
comissuras labiais. A variante hiperplasica cronica esta relacionada com o
tabagismo e n&o raro acompanha-se de atipia epitelial ou degeneragdao maligna
do tecido. Todas as infecgcdes descritas sdo pobremente responsivas ao

tratamento topico, entretanto respondem ao tratamento sistémico. (725 26.27.28)
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Figura 1. Cavidade bucal mostrando a
apresentagcao clinica classica da candidiase
pseudomembranosa aguda, tipica em pacientes
com AIDS.

Figura 2. Cavidade bucal apresentando candidiase
eritematosa.
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Na maioria de suas manifestacbes, a candidiase orofaringea

provoca dor, salivagédo, disfagia e sangramento e, em casos mais graves,
. : U (29, 30, 31)

pode produzir esofagite e dores retroesternais intensas. As

consequéncias da mucosite caracteristica da candidiase orofaringea incluem

ainda a desidratagdo e a perda de peso secundarios, além de ma digestéo,

podendo acarretar desnutricgo. ?°

1.2. Candidiase orofaringea em pacientes soropositivos para o HIV

A candidiase orofaringea € a infeccdo mais comum entre os
individuos infectados pelo HIV, sendo que antes mesmo do aparecimento
dos sintomas dessa afeccdo ocorre intensa colonizagdo por Candida,
decorrente do imunocomprometimento desses pacientes. *°)

Cerca de 90% dos portadores do HIV/ doentes de AIDS apresentam
candidiase orofaringea pelo menos uma vez durante o curso da doenga. "
A ocorréncia desta infeccdo entre os mesmos é uma das manifestagdes
preditivas de atividade retroviral, independentemente do numero de células
TCD4" no momento do diagnéstico da lesdo dermatolégica. ©®° Entretanto,
essa manifestacdo é mais comum em pacientes com niveis de TCD4"
menores que 200 células/mm ©) tendo sido verificada em taxas de
aproximadamente 60% nesses pacientes. )

Considerando o exposto no item anterior a candidiase orofaringea
torna-se preocupante ja que a desnutricdo € uma das primeiras

complicacbes observadas nos portadores do HIV e representa fator

determinante para a sobrevivéncia. ?® 3% 33 3% Além disso, a desnutricdo e
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suas complicagbes podem tornar o individuo soropositivo mais suscetivel a
infecgdes oportunistas e reduzir a eficacia dos medicamentos. ©°

Os medicamentos antiretrovirais da classe dos inibidores da protease
(IPs) do HIV tornaram-se disponiveis em 1996, mudando a partir de entdo a
historia natural da AIDS, com reducdo da mortalidade, do numero de
hospitalizagdes e da freqiiéncia de infeccdes oportunistas. ©% 4% 4V Desse
modo, pode ser observada uma redugdo da incidéncia de infeccdes
oportunistas em torno de 40% e da mortalidade, da ordem de 60%.“% *®)

Desde a introdugdo dos IPs, as infec¢gdes fungicas, incluindo a
candidiase orofaringea, também se tornaram menos frequentes nos portadores
do HIV/pacientes com AIDS. Essa protecao parece estar correlacionada com a
elevagao das células TCD4" e a melhora da fungdo imune. 'V Desse modo,
nos portadores do HIV/pacientes com AIDS sob HAART ha reducido da
incidéncia da candidiase orofaringea, precocemente, antes mesmo da
recuperagao do numero de células TCD4", ¥4

Devido a facilidade de identificacdo das lesdes orais, a candidiase
orofaringea serve como marcador da progressao da doenga de base e pode
refletir a evolugdo da infecgao viral. Assim, a avaliagdo da mucosa oral é
importante ferramenta para inferéncia do estado imune e da replicacio viral. A
presenca dessas lesdes em pacientes sob HAART sugere faléncia do esquema
terapéutico, recurso este bastante util em paises onde a determinagao da carga
viral ndo é rotina ou é pouco disponivel. 38 4449

Além disto, ja se sabe que a presenga de microbiota potencialmente

patogénica na cavidade bucal, associada com a imunodepressédo e a
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mecanismos que estimulam a viruléncia da Candida sp., explicam a
precocidade da candidiase orofaringea na histéria natural dos pacientes com
AIDS.“®) Neste sentido, alguns estudos tém sido conduzidos com o objetivo de

documentar as caracteristicas de viruléncia de C. albicans nesses pacientes.

(47)

1.3) Identificacdo das espécies de Candida

As infec¢des causadas por Candida sido reconhecidas desde o século V
a.C. No entanto, as primeiras observag¢des microscopicas do agente causador
s6 ocorreram em 1839. ©

O género Candida sp. compreende aproximadamente 200 espécies,
sendo que aproximadamente 15 sd3o de interesse médico. ¥® O agente
etioldgico isolado em maior freqiéncia nos casos de candidiase orofaringea é a
Candida albicans, entretanto outras espécies denominadas em conjunto como
“nao-albicans”, tais como Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida
krusei, Candida glabrata e Candida dubliniensis, tém tido significativo aumento.
(2, 32, 48)

As espécies de Candida sp. podem ser diferenciadas através de suas
caracteristicas morfolodgicas e bioquimicas, a excegao de C. dubliniensis ja que
a mesma apresenta similaridade fenotipica a C. albicans. “® Tais semelhancas
fizeram com que muitos casos de candidiase orofaringea por C. albicans
fossem posteriormente reclassificados por métodos fenotipicos especificos e

moleculares. & 50 51.52.53)
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C. dubliniensis € uma espécie “nao-albicans” que foi primeiramente
descrita na cavidade oral de individuos portadores de HIV e de doentes com
AIDS, especialmente naqueles com candidiase de repeticdo. “® Contudo,
pouco se sabe sobre o papel epidemiolégico e o significado clinico dessa
levedura, visto que ela foi erroneamente identificada, até o final do século
passado, como C. albicans ©% 5" 5259 Apesar dessa nova espécie ter sido
isolada pela primeira vez em Dublin (Irlanda), raz&o essa de sua denominagao
49 foi demonstrado que sua distribuicdo geografica é ampla e que,
provavelmente, esta espécie é constituinte da microbiota oral normal, com
grande potencial para causar candidiase orofaringea. ©?

A pesquisa da C. dubliniensis é importante uma vez que a mesma
parece desempenhar papel relevante como agente etiolégico da candidiase
orofaringea recorrente em pacientes com AIDS e, ainda, revela rapido

(2, 55

desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol. ) Além disso, essa espécie

também apresenta propriedades adesivas que podem facilitar a colonizacéo e

e. %5 por estas

infecgao do tecido, além de promover a formagao do biofilm
razoes, a identificacdo inequivoca da mesma é importante para que a terapia
antifangica adequada possa ser iniciada. () Deste modo, diversos autores
buscaram a padronizacao de métodos de facil execugcdo e baixo custo para
diferenciagdo dessas leveduras. (4 98 99.60.61,62,63,64)

O CHROMagar Candida® é um meio cromatogénico que permite a
identificacdo presuntiva ndo sé de C. albicans como também de C. glabrata, C.

tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis. ©% 9 € ) Apresenta substrato

cromatogénico que € metabolizado por diferentes enzimas de Candida sp.,



10
Introducao

como a [-glucosaminidase, o0 que permite a formacdo de coldénias em
tonalidades distintas: verdes para C. albicans, azuis para C. tropicalis e
rosadas para C. krusei. 6 ¢7: 88 69 Recentemente, este meio foi aprimorado a
fim de permitir a diferenciacdo entre C. albicans e C. dubliniensis "%. Desse
modo, apods 48h de incubacdao a 37°C, é possivel observar colbnias azuis-
esverdeadas claras, caracteristicas de C. albicans e, em contraste, colbnias
verde-escuras, sugestivas de C. dubliniensis. " 2> %2 53 Assim como C.
albicans, C. dubliniensis também forma tubo germinativo quando em contato
com soro humano a 37°C. %% %) Caracteristicas fenotipicas similares também
podem ser observadas através da prova do microcultivo, onde ambas
produzem clamidosporos. No entanto, enquanto C. albicans forma
clamiddsporos unicos e terminais, C. dubliniensis pode forma-los em pares,
“triplets” ou mesmo cachos. ¢ 7"

Outras diferengas fenotipicas entre as espécies do género Candida
sp. podem ser determinadas pelo padrdo de assimilacdo de carboidratos. O
referido teste € baseado fundamentalmente em provas de assimilacdo de
carboidratos e nitrogénio e na prova de fermentagéo de carboidratos. (71)

Com as provas de assimilagdo de carboidratos e de fermentagao
bioquimica podemos observar que diferentemente da C. albicans, C.
dubliniensis ndo assimila a D-xilose, a a-metil-D-glucopiranosido e o DL —
lactato e pode ou n&o assimilar a trealose. % 7"

Os perfis de assimilacdo e de fermentagao bioquimicas podem ser

também ser determinados por sistemas comerciais de identificacdo como o API

ID 32 AUX e o APl 20 C AUX (Bio Meriéux). (1% 72 3. 74 75 Entretanto,
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recentemente, Alves e colaboradores ¥ relataram que uma porcentagem
significativa de isolados de C. dubliniensis (32%) apresentou perfil duvidoso
quando submetida ao API ID 32 AUX, muito embora o “software” do referido
sistema tenha sugerido 83,6% de chance das mesmas pertencerem a essa
espécie. Desse modo, os autores sugerem que devido a variabilidade
fenotipica de C. dubliniensis, a identificacdo obtida através desse kit comercial
deve ser considerada presuntiva. %

Além disso, apdés a estocagem ou repique, alguns caracteres
fenotipicos podem ter sua expresséao alterada, levando a resultados ambiguos
elou dificeis de reproduzir. “® Considerando-se que a morfotipificagdo e a
biotipificacdo nem sempre sdo capazes de determinar a etiologia das infecgdes
causadas por C. dubliniensis, " apenas os métodos genotipicos permitem a
sua identificacdo inequivoca. As técnicas mais utilizadas sdao a reagao em
cadeia de polimerase (PCR) e a amplificagdo randémica do DNA (RAPD). “9: 76
") Entretanto, os métodos moleculares estdo restritos aos laboratérios de
pesquisa e, frequentemente, ndo sao adotados em rotina laboratorial devido ao
seu custo elevado. ® 7 7 Em fungdo de tais limitacdes, os métodos
fenotipicos estdo sendo aperfeicoados para permitir sua utilizagdo como
estratégia de triagem. ¢ 7"

Nessa dire¢ao, outras diferengas fenotipicas entre C. albicans e C.
dubliniensis foram demonstradas em diferentes trabalhos e incluem: a
ocorréncia ou n&o de fluorescéncia sob lampada de Wood, ® a incapacidade
de C.dubliniensis crescer em meio Sabouraud hipertdnico ¥, a producéo pela

mesma de “franjas de hifas” em Agar Girassol ®® e em Agar Niger, ©? além de
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sua incapacidade em desenvolver halo de opacidade em Agar com Tween 80.
(80)

No Brasil, Alves e colaboradores (2001), " isolaram C. dubliniensis na
cidade de Sao Paulo e no estado do Rio Grande do Sul em dois pacientes com
AIDS, sendo um adulto e uma crianga e em trés pacientes, respectivamente.

(19 isolaram trés cepas de

Em um estudo multicéntrico, Milan e colaboradores
C. dubliniensis em candidiase orofaringea nas cidades de S&do Paulo e Natal.
Destas, trés foram isoladas em pacientes portadores de HIV e o indice obtido
foi considerado baixo comparado com populagdes de individuos infectados
pelo HIV em outros paises. Confirmando o estudo anterior, em um

4 analisaram 548

levantamento retrospectivo, Mariano e colaboradores
culturas previamente identificadas como C. albicans e determinaram que 2%

destas foram erroneamente identificadas.

1.4. Resisténcia Antifungica

Os freqlientes relatos da incidéncia de espécies de Candida “nao-

(2, 50, 51, 82, 83, 84

albicans” ) tém sido relacionados a quimioprofilaxia e ao

tratamento com as drogas antifungicas, em especial o fluconazol. (2.86)

De fato, a eficacia deste medicamento no tratamento da candidiase
orofaringea, assim como sua baixa toxicidade, larga janela terapéutica e
grande espectro de agao tornaram-no o antifungico de eleicdo nessa infecgao.
7. 88) |nfelizmente, os azodis sdo em geral fungistaticos e a resisténcia ao

fluconazol emerge em diversos fungos patogénicos. %
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Apesar disso, a erradicagao completa dessa infecgdo nao é facil ja que
a ocorréncia de recidivas, alguns meses apdés a conclusao do tratamento, é
comum. ®® Nessas situagdes verifica-se progressiva redugao da sensibilidade
ao fluconazol ou a substituicdo de uma cepa sensivel por uma outra resistente
ou, ainda, a substituicdo de C. albicans por espécies “ndo-albicans” “ % 25 90 91)
Ademais, algumas espécies de Candida apresentam suscetibilidade diferencial
ou total insensibilidade a essa droga, o que torna a identificacdo da espécie

passo crucial para prescricdo da terapéutica antifiingica adequada. 9% 9 94 9.

96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103)

O primeiro relato de resisténcia aos azois em doentes com AIDS foi

. 1% No entanto, com a introdugao do fluconazol no

relacionado ao cetoconazo
mercado associado a sua larga utilizacdo nesses pacientes, a maioria das
publicaces se relaciona & resisténcia a esse antifingico. 1% 1% 197 De fato,
relatos de caso de candidiase orofaringea ndo responsiva ao fluconazol
comecgaram a aparecer em 1991, apds o uso deste antifungico em esquemas
terapéuticos ou profilaticos nos pacientes com AIDS. &)

Conforme referido anteriormente algumas espécies de Candida sp.
apresentam resisténcia intrinseca aos azébis, em especial ao fluconazol,
notadamente: C. glabrata e C. krusei . Entretanto, leveduras desse género,
apos exposicdo aos antifungicos, sao capazes de manifestar resisténcia
através de mecanismos moleculares como alteracao da expressao das bombas
de efluxo da droga bem como alteracéo da biossintese do ergosterol. ¢ 1%8)

Diferentes situacbes de colonizacaol/infeccdo por Candida sp.

culminam na formagao do biofiime em dispositivos implantaveis tais como
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cateteres intravenosos, valvulas cardiacas e proteses dentarias. 6 57 109 110)

Esses consistem em microcolénias contendo leveduras associadas, arranjadas
em uma estrutura unica. Esses biofilmes sao resistentes a uma gama de
agentes antifungicos de uso clinico atual, incluindo a anfotericina B e o

(56

fluconazol. ®® As consequiéncias da formac&o do biofilme s&o o aumento da

resisténcia aos antifungicos e protegcdo contra as defesas imunolégicas do
paciente. (57,109, 110)

O uso crescente dos azdis em pacientes imunocomprometidos tem
como conseqiéncia um grande impacto na frequéncia, morbidade e resposta
terapéutica das infec¢des fungicas, tanto nosocomial quanto comunitaria.“®
Tendo em vista a ja4 reconhecida manifestacdo de resisténcia no género
Candida sp. ap6s exposicao prolongada ou repetida a antifungicos, estratégias
de tratamento devem ser propostas baseadas no fato de que a terapéutica da

©2) por sua vez, 0 aumento da

candidiase pode ser orientada por testes in vitro.
magnitude da resisténcia e o advento de novas drogas antifungicas, tais como
0S novos azois e as equinocandinas, tém gerado um interesse renovado no
aperfeicoamento de testes para determinacéo da suscetibilidade fungica. % 8
111)

Uma das situagdes em que os dados obtidos através dos testes de
sensibilidade antifungica in vitro melhor se correlacionam com a resposta
terapéutica in vivo é a candidiase orofaringea no paciente soropositivo para o
HIV. “® Ha quase vinte anos a busca de novos métodos para testar o perfil de

(112

sensibilidade antifingica tem sido o foco de pesquisas. ("'? Alguns métodos ja
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foram propostos e entre os mais difundidos estdo o antifungigrama por disco
difusdo, o E-test e a microdiluicdo em caldo. (113 114. 115, 116,117, 118, 119)

O antifungigrama por disco difusdo, adaptado do antibiograma
classico, € um método simples, rapido e de baixo custo, ideal para
levantamento em larga escala do padréo de distribuicdo de suscetibilidade
antifingica, em especial ao fluconazol. (" 2 Entretanto, tal recurso ndo esta
completamente padronizado e seus resultados ndo podem ser utilizados como
guia para selegdo e monitoramento da terapéutica antifangica. ('%®

Ja o E-test (AB Biodisk, Sweden) representa um avanco na técnica de
difusdo para teste de sensibilidade antifungica ja que, em fita, as diferentes
drogas estdo disponiveis em concentragdo crescente, permitindo também o
rapido estabelecimento da concentracdo inibitéria minima. Suas desvantagens
referem-se, principalmente, ao alto custo das fitas o que impede sua aplicagao
em rotina laboratorial ja que a literatura mostra boa correlagdo de seus
resultados com a metodologia “gold standard”, que é a microdiluigdo. /" 118124

Por sua vez, a microdiluicdo em caldo, desenvolvida pelo “National
Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS) é o protocolo de
referéncia (M-27 2A) para teste de sensibilidade antifingica de leveduras. ("'
4) Contudo, exige pessoal treinado e aparelhos especificos além de sua
padronizacao e execucao serem laboriosas. Assim, esses testes nem sempre
fazem parte da rotina laboratorial sendo o tratamento empirico aplicado ja que,
em adicdo, os mesmos raramente sao solicitados antes do inicio da terapia

antifangica. 2
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Em se tratando do género Candida sp., o perfil de sensibilidade aos

diferentes antifungicos varia segundo a espécie. (1?4

Algumas delas
apresentam resisténcia intrinseca aos antifungicos azaéis, tais como C. krusei e
C. glabrata, enquanto, aparentemente, a resisténcia a anfotericina B é
incomum entre isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. Ja
isolados de C. lusitaniae, por sua vez, quase sempre se mostram resistentes a
esta droga ©®* %9 e um numero crescente de dados sugere que alguns isolados
de C. glabrata e C. krusei podem ser também resistentes & mesma. 2 111129

Assim, o0 sucesso da terapéutica depende da identificacdo do agente,
do conhecimento do comportamento das diferentes espécies e cepas de
Candida frente a esses medicamentos, bem como da interpretacao correta dos
resultados do teste de suscetibilidade e da correlagdo dos mesmos com a
infecgdo e as variaveis clinicas associadas. ©?

Um exemplo dessa importancia é a candidiase orofaringea cujo agente
etiolégico € C. dubliniensis ja que tais afeccbes foram primeiramente
identificadas em pacientes previamente expostos ao fluconazol. Essa
observacgao sugere a seleg¢ao de C. dubliniensis por indugao terapéutica ja que
esta espécie pode apresentar a manifestacao rapida de resisténcia pos-
exposicao ao fluconazol ou mesmo resisténcia intrinseca aos antifungicos
azdis, polienos e equinocandinas. % 23 91125

De fato, Martinez e colaboradores ©" estudaram doentes submetidos a
tratamento com fluconazol e demonstraram que a maioria das culturas

efetuadas no inicio do estudo permitiu o isolamento de C. albicans suscetiveis

a droga. Contudo, das cepas isoladas nos episddios de recidiva, cerca de 30%
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mostraram resisténcia e ao final do estudo apresentaram valores de CIMs = 64
pg/ml. Ainda, os caribtipos eletroforéticos das culturas finais demonstraram
que, dos isolados iniciais de C. albicans suscetiveis ao fluconazol, cerca de
30% haviam sido substituidos por isolados de C. dubliniensis. Tais resultados
foram confirmados pela utilizacdo da sonda CD25, exclusiva desta espécie. ©V

Resultados similares foram obtidos em outros trabalhos ' 62 90
reiterando que muitos dos isolados de C. albicans, obtidos de doentes expostos
ao fluconazol por longo periodo de tempo, embora ndo manifestem resisténcia
durante os episddios da doenca podem ser substituidos por outras espécies
resistentes a essa droga. ¢ 5" 91129

Embora a suscetibilidade de Candida a alguns agentes antifungicos
possa ser inferida quando determinada a espécie do isolado infectante, cepas
particulares ndo seguem necessariamente o padrdao da espécie, o que reforga
a necessidade e a importancia da realizacido dos testes de suscetibilidade para

2) O estudo dos perfis de suscetibilidade antifingica

orientacao do tratamento.
€ util ainda na avaliagado de causas de falha da resposta clinica com vistas a
mudancas no tratamento. 2

Ademais, avaliagdes de cunho epidemiolégico auxiliam a prevencgao da

disseminacao de cepas resistentes em ambiente hospitalar bem como a

implementacéo de estratégias de controle da mesma.
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1.5. Objetivo

1. 5.1. Objetivo Geral

Pelo acima exposto, o objetivo deste trabalho €& determinar a
prevaléncia de Candida sp. isolada da mucosa orofaringea de uma populagao
soropositiva para o HIV e de um grupo controle, com énfase na pesquisa de

Candida dubliniensis.

1. 5. 2. Objetivos Especificos

A) Determinar a prevaléncia das diferentes espécies de
Candida sp. em portadores do HIV bem como em pacientes com a doencga
AIDS manifesta e em individuos imunocompetentes;

B) descrever as variaveis epidemiolégicas associadas a
presenca dessa levedura na populacao em estudo;

C) estabelecer o perfil de sensibilidade antifungica desses
isolados as seguintes drogas: anfotericina B, fluconazol, itraconazol e
cetoconazol;

D) avaliar diferentes metodologias de triagem fenotipica de

Candida dubliniensis.



2. CASUISTICA E METODO
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2. CASUISTICA E METODO

2.1. Casuistica

2.1.1. Critérios de incluséo e excluséo

Constituiram o grupo em estudo, apés a assinatura do Termo de
consentimento livre e esclarecido (apéndice 1), cem (100) individuos
portadores do HIV Tipo 1 e/ou doentes com AIDS manifesta*, aleatoriamente
recrutados, apresentando ou n&o candidiase orofaringea e capazes de informar
os dados que constam na Ficha epidemioldgica (apéndice 2). Desse modo,
foram excluidos aqueles pacientes internados, em estado de consciéncia
alterado e ainda aqueles em regime de precaugao respiratoria.

Esses primeiros cem individuos pertenciam a qualquer uma das
categorias clinicas de AIDS e possuiam anticorpos anti-HIV detectados por
ELISA e confirmados por Western-blot. Esses individuos constituiram o grupo
de pacientes.

Além desses, foram incluidos no estudo, para constituir o grupo controle,
cem (100) individuos saudaveis, pareados por idade, sexo e etnia ao primeiro
grupo. Esses foram recrutados entre os funcionarios, docentes e alunos da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP) e do Centro

Universitario de Rio Preto (UNIRP).

* individuos portadores do HIV Tipo 1 = pacientes assintomaticos,
recrutados em regime de tratamento ambulatorial
doentes com AIDS manifesta = pacientes sintomaticos, recrutados
durante internacao
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2.1.2. Aspectos éticos

O projeto foi elaborado de acordo com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (Resolugéo 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).

Todos os sujeitos da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido sendo que os registros de prontuario ou quaisquer outras

informacdes e/ou dados que os identificassem foram preservados.

2.2. Desenho do estudo

No periodo de agosto de 2004 a maio de 2005, foram abordados os
individuos soropositivos para o HIV, atendidos no ambulatério de DSTs do
Hospital de Base da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto —
FAMERP, Sao José do Rio Preto — SP (50) ou internados no setor de Doencas
Infecciosas e Parasitarias do mesmo hospital (50). Paralelamente, seguiu-se o
recrutamento, a coleta e a entrevista com os individuos do grupo controle.

Para cada paciente, foi preenchida a ficha epidemioldgica
compreendendo dados demograficos, epidemiolégicos e clinicos, obtidos em
entrevista e/ou junto aos prontuarios de cada paciente.

Para julgamento do quesito etnia foi considerada a avaliagao visual da
cor da pele além da cor e tipo dos cabelos. Ademais, foram pesquisados

quanto a origem étnica os pais e avds do sujeito da pesquisa. Foram
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considerados mesticos aqueles com ascendentes classificados em duas ou
mais etnias.

Para definicdo do abuso de bebidas alcodlicas foi pesquisado o
consumo de bebidas alcodlicas nos 12 meses precedentes a coleta. O abuso
foi considerado presente quando o consumo foi igual ou superior a 30
gramas/alcool/dia, '® correspondendo a duas garrafas de cerveja ou trés
copos de vinho ou duas doses de bebida destilada ou aguardente e estimado
pelo contetido alcodlico de cada tipo. (129

Os experimentos microbiolégicos foram desenvolvidos no laboratério de
pesquisa Centro de Investigacdo de Microrganismos (CIM) da Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto, Sao Paulo e no Laboratério de Pesquisas

Micoldgicas (Lapemi) da Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do

Sul.

2.3. Coleta de amostras

A coleta de material da cavidade oral dos pacientes foi realizada durante
visita ao setor de internacido ou durante as consultas ambulatoriais.

As amostras foram coletadas com swab estéril umedecido em agua
destilada estéril, previamente preparado em cadmara de fluxo laminar. Foi
efetuada a raspagem de toda a superficie da cavidade oral, incluindo as
mucosas, palato e lingua. Apds esse procedimento, os swabs foram
acondicionados em tubo préprio para transporte e imediatamente

encaminhados ao Centro de Investigacdo de Microrganismos.
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2.4. Isolamento e identificacao das leveduras

2.4.1. Isolamento das leveduras

O material obtido a partir da cavidade oral, de cada sujeito da pesquisa ,
foi semeado com o proprio swab de coleta em duas placas de Petri; uma
contendo o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrosado® (Biobras) e a outra, o
BBL Mycosel Agar® (Oxoid). As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 30°C por até 72 horas, tendo sido acompanhado o crescimento
de colonias a cada 24 horas. “9)

Foram selecionadas para identificacdo todas as coldnias com aspecto
macromorfolégico compativel aquele de Candida sp. Desse modo, foram
escolhidas as colénias globosas, ovaladas ou oval-alongadas, medindo de 3 a
7 ym por 3 a 14 ym e evidenciando cor branca ou branco-amarelada, podendo
ou ndo exibir bordas filamentosas. ?*

Com o objetivo de distinguir coldénias bacterianas de fungicas, todas as

cepas foram analisadas sob microscopia 6ptica (400X). (28)

2.4.2. Identificacdo das leveduras

2.4.2.1. Reisolamento e identificacdo presuntiva das espécies de
Candida sp.

As col6nias obtidas foram ressuspendidas em tubo com agua destilada

estéril e ressemeadas, pela técnica do esgotamento, em meio CHROMagar

Candida® (CHROMagar Candida Microbiology, Biomerieux Paris, Franca). Em
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seguida, as placas foram incubadas a 30°C, por cinco dias, tendo sido
acompanhado, diariamente, o crescimento de colénias a partir de 48 horas.
Todas as colénias de cores e/ou tonalidades distintas foram submetidas,

separadamente, aos demais procedimentos de identificacdo. %

2.4.2.2. Prova do tubo germinativo
Com a finalidade de triar C.albicans e C. dubliniensis das demais
leveduras as colénias provenientes do CHROMagar Candida® foram,
separadamente, inoculadas em tubo contendo 0,5 mL de soro humano. A
seqguir, esse tubo foi incubado a 37°C em banho maria, por trés horas. A
presenca do tubo germinativo foi observada através de visualizagdo em

microscdpico éptico (1000X).

2.4.2.3. Prova do microcultivo

A fim de se analisar o perfil micromorfolégico das leveduras, todos os
isolados foram semeados em placa de Petri (90 x 15 mm) contendo meio Agar
Corn Meal CM103® (Oxoid) acrescido de Tween 80 P.S.® (Vetec).

Cada amostra foi semeada com o auxilio de agulha de niquel-cromo, em
trés estrias paralelas, posteriormente cobertas com laminula previamente
flambada. Entao, as placas foram incubadas em temperatura ambiente por 48 a
96 horas, seguindo-se a observacao diaria em microscopio 6ptico (100X e

400X). ?®
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2.4.2.4. Avaliacao do perfil bioquimico

Todos os isolados foram submetidos a analise do perfil bioquimico de
assimilagao e/ou fermentagcédo de carboidratos por meio do auxanograma e do
zimograma. Para tanto, foram preparados inéculos em agua estéril, com
turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, para cada cepa
isolada. (71 72.73.74,75)

Para a realizagdo do auxanograma, uma aliquota de 2 mL do in6culo foi
entdo adicionada a uma placa de Petri contendo 40 mL de agar base carbono
fundido e resfriado (45 a 50°C). Em seguida, procedeu-se a agitagdo para
homogeneizar o in6culo no meio. Apds solidificagdo, foram adicionados os
discos impregnados com os acgucares celobiose, melobiose, xilose e dulcitol
(Cefar®) além dos discos com sacarose, glicose, maltose, rafnose, lactose,
inositol e galactose (Cecon®). Por fim, foi também depositada uma aliquota do
agucar trealose em po (Becton®). As placas foram entdo deixadas em
temperatura ambiente por 24 a 96 horas. A leitura das placas para verificagao
da assimilacdo dos diferentes acucares foi realizada a cada 24 horas.
Paralelamente, uma aliquota de 1 mL da mesma solugdo do inoculo foi
adicionada a uma placa de Petri contendo 20 mL de agar para assimilagao de
nitrogénio (meio N) fundido e resfriado (45 a 50°C), seguindo-se de agitacao.
Apods solidificacdo, foram adicionadas, de maneira equidistante, uma aliquota
das fontes de nitrogénio: peptona (Biobras) e nitrato de potassio. Essas placas
foram incubadas a 30°C em estufa bacterioldégica e a posterior leitura das
placas para verificacdo da assimilagao foi realizada durante 24 a 96 horas, a

cada 24 horas. "
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Para a realizagado do zimograma, novamente, uma aliquota de 200 uL da
suspensdo de levedura a ser testada foi inoculada em um dos seis tubos
contendo 4 mL de caldo de fermentagao extrato de levedura peptona (Biobras)
acrescidos, cada um deles, de 1 mL da solucdo de um dos carboidratos a
serem utilizados (2%) e um tubo de Durhan invertido. Os carboidratos utilizados

) Esses

foram: dextrose, sacarose, lactose, galactose, maltose e trealose.
tubos foram incubados a 30°C por até 28 dias sendo a primeira leitura realizada
apos 48 horas e, subsequentemente, a cada cinco dias, agitando-se os tubos
para verificagdo da produgao de gas. "

Aquelas leveduras cujo perfil bioquimico obtido ap6s o auxanograma e o
zimograma nao permitiu a identificagdo da espécie foram submetidos a analise

do perfil bioquimico pelo método comercial APl ID32C AUX (BioMérieux,

Marcy-I'Etoile, Franca), segundo instrugdes do fabricante. > ")

2.5. Triagem fenotipica de C. dubliniensis

A identificagdo de C. dubliniensis foi realizada por um conjunto de

analises que incluiram testes classicos e testes fenotipicos especificos.

2.5.1. Testes classicos
Dentre os testes classicos, que foram anteriormente referidos no item
2.4.2.1. (Reisolamento e identificagdo presuntiva das espécies de Candida sp.)
foram considerados: a prova do microcultivo (clamidésporos em “triplets”), @8) o

aspecto da coldnia em meio CHROMagar Candida® (coldnias verdes escuras)
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®9) ¢ a avaliacao do perfil bioquimico (assimilacdo de xilose e a-metil-D-

glucopiranosido). (/1: 73 74.79)

2.5.2. Testes especificos
As analises fenotipicas especificas para triagem de C. dubliniensis
incluiram os testes de tolerancia as temperaturas de 42°C e de 45°C, formacao
de franjas de hifas em agar Niger e em agar Girassol, tolerdncia ao agar
Sabouraud hiperténico (NaCl 6,5%) e opacificagdo em meio com Tween 80.

Esses testes sdo descritos abaixo.

2.5.2.1. Teste de tolerancia & temperatura de 42°C ¢ >49)

Com a finalidade de verificar a capacidade de crescimento das
leveduras a 42°C, todas as cepas previamente identificadas com C. albicans
foram repicadas e posteriormente semeadas em placa contendo Agar
Sabouraud Dextrosado®. As placas foram entdo incubadas em estufa
bacterioldgica a 42°C e a leitura foi realizada apds 48 horas de incubacgao. @
%49 A cada experimento, cepas padrdo de C. albicans e de C. dubliniensis
também foram incubadas, como referéncia para o padrao de crescimento.
Isolados que ndo exibiram crescimento foram considerados suspeitos de C.
dubliniensis, enquanto que os isolados que exibiram crescimento foram

considerados como C. albicans.
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2.5.2.2. Teste de tolerancia a temperatura de 45°C &7

Para triar leveduras capazes de crescimento a 45°C, todas as cepas
previamente identificadas com C. albicans foram repicadas e posteriormente
semeadas em placa com Agar Sabouraud Dextrosado® (Biobras). As placas
foram entdo incubadas em estufa bacteriolégica a 45°C e a leitura realizada
apdés 48 horas. Cepas padrao de C. albicans e de C. dubliniensis foram
paralelamente incubadas, como controle de crescimento. Isolados que nao
exibiram crescimento foram considerados suspeitos de C. dubliniensis,

enquanto aqueles que exibiram crescimento foram considerados C. albicans. ®

61)

2.5.2.3. Formac&o de franjas de hifas em agar Niger ¢ %)

Para investigagdo da formag&o ou ndo de borda rugosa acompanhada
da presencga de clamidosporos abundantes, cada cepa previamente identificada
como C. albicans foi repicada e posteriormente semeada em placa contendo
agar Niger. Em seguida, procedeu-se a incubacdo em estufa bacteriologica a
30°C por 48 horas com posterior leitura em microscopia éptica (200X). Isolados
que exibiram a formacdo de borda rugosa com clamidésporos abundantes
foram considerados suspeitos de C. dubliniensis, enquanto aqueles que nao
exibiram borda rugosa ou que exibiram borda rugosa com poucos

clamidésporos foram considerados C. albicans. % 12%)

2.5.2.4. Formacao de franjas de hifas em agar Girassol ©®
Pela mesma finalidade que o teste anterior, as cepas previamente

identificadas como C. albicans foram repicadas e posteriormente semeadas em
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placa contendo agar Girassol. Posteriormente, as placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 30°C e a leitura em microscopia 6ptica (200X), realizada
apoés 48 horas de incubacdo. Isolados que exibiram a formacdo de borda
rugosa com clamidosporos abundantes foram considerados suspeitos de C.
dubliniensis. Ja aqueles que ndo exibiram borda rugosa ou que exibiram borda

rugosa com poucos clamidésporos foram considerados C. albicans. ©®

2.5.2.5. Teste de tolerancia ao agar Sabouraud hiperténico
(NaCl 6,5%) ¥

Para pesquisa da capacidade de crescimento das leveduras em Agar
Sabouraud Hiperténico, as cepas previamente identificadas como C. albicans
foram repicadas e posteriormente semeadas, em estrias, em placa de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrosado® (Biobras) acrescido de NaCl a 6,5%.
Procedeu-se, entdo, a incubagdo em estufa bacteriologica a 30°C com
observacao apos 48 horas. Cepas padrao de C. albicans e de C. dubliniensis
foram paralelamente incubadas como referéncia para o padrao de crescimento.
Isolados que n&o exibiram crescimento foram consideradas suspeitos de C.

dubliniensis. ¥

2.5.2.6. Teste de opacificacdo em agar com Tween 80

Com a finalidade de verificar a formagédo de halo opaco (lipolitico) ao
redor das coldnias, todas as cepas previamente identificadas como C. albicans
foram repicadas. Posteriormente, foram preparados in6culos das mesmas em

agua estéril, ajustados de acordo com a turbidez do tubo 3 da escala de
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McFarlad. Uma aliquota de 10 yL dessas solugbes foi entdo depositada em
camara de fluxo laminar, em pontos equidistantes da placa com meio contendo
Tween 80. Apods evaporacao da fase liquida, as mesmas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 30°C, por 48 horas, seguindo-se entdo a leitura. Cepas
padrao de C. albicans e de C. dubliniensis também foram incluidas como
referéncia para a formacdo do halo. Isolados que nao exibiram halo de
opacidade ao redor da colénia foram considerados suspeitos de C. dubliniensis
enquanto aqueles que exibiram halo opaco ao redor da colénia foram

identificados como C. albicans. ©?

2.6. Armazenamento das cepas

2.6.1. Formacao da micoteca
Com o objetivo de estocar as amostras obtidas para as analises
subsequentes deste estudo, todas as cepas foram mantidas em tubos de
ensaio de 125 x 10 mm, com tampa de rosca, contendo aproximadamente 5
mL de Agar Sabouraud Dextrosado® (Biobras) e incubadas em estufa
bacteriologica a 30°C. A cada dois meses essas cepas foram repicadas em

camara de fluxo laminar.

2.6.2. Congelamento
Em adicdo, as cepas isoladas foram também repicadas em tubos para
criopreservagcdo de 1,5 mL, com tampa de rosca, contendo meio de

congelamento para fungos. Cada cepa foi congelada em triplicata tendo antes
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permanecido por uma hora em temperatura ambiente para adaptagao.
Posteriormente, dois desses foram armazenados em freezer a -70°C e um

outro em freezer a -20°C.

2.7. Testes de suscetibilidade aos antifungicos

A suscetibilidade antifungica das cepas de Candida sp. isoladas foi
avaliada pelo método da difusdo em disco, de acordo com as normas de
padronizacao publicadas no documento M-44P pelo “National Committee for
Clinical Laboratory Standards” (NCCLS). (9

Ademais, os isolados de C. albicans e de C. dubliniensis tiveram seu
perfil de sensibilidade antifungica ao fluconazol avaliado também pelo teste de
microdiluicdo em caldo, de acordo com as normas de padronizaciao publicadas

no documento M27-2A pelo NCCLS. ("%

2.7.1. Método da difusdo em disco %9

Para a execucgao desse teste foi preparada uma suspensao da levedura
em solugao salina 0,85% com turvagao equivalente ao tubo 0.5 da escala de
McFarland. Seguiu-se, entdo, a semeadura em placa contendo Agar Mueller-
Hinton (Difco) acrescido de azul de metileno (Synth) e dextrose (Chemco).
ApoOs evaporacdo da fase liquida foram aplicados discos (Cecon®) com as
seguintes drogas: fluconazol, cetoconazol, itraconazol e anfotericina B. Essas
placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a uma temperatura de 35° C

por até 72 horas, sendo a medida do halo de inibicdo efetuada apds 24h. A
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definicdo dos parametros de resisténcia, sensibilidade intermediaria e
sensibilidade foram definidos segundo critérios do fornecedor (Cecon — Quadro

1).

Quadro 1. Critérios de susceptibilidade aos antifungicos testados

ANTIFUNGICO TESTADO / HALO DE INIBICAO (mm)
suscetibilidade Anfotericina
Fluconazol | Itraconazol | Cetoconazol B
Sensivel >19 > 20 >20 >10
Intermediario 14 a 19 12a19 10a 20 <10
Resistente <14 <10 <20 B

2.7.2. Microdiluicdo ¥

Setenta e seis cepas de C. albicans e trés de C. dubliniensis, isoladas
dos pacientes soropositivos e doentes com AIDS (trés cepas de C. albicans
nao puderam ser repicadas e testadas), além das nove cepas de C. albicans
isoladas no grupo controle, foram avaliadas quanto a perfil de sensibilidade ao
antifungico fluconazol (Pfizer Incorporated, New York, NY, EUA) através da
microdiluigdo em caldo, de acordo com o protocolo M27-2A (NCCLS). (%

Além dos isolados clinicos, foi incluida nos ensaios, uma cepa-controle,
para a validagcao do controle de qualidade na verificacido da perfeita atividade
do antifungico, uma vez que era previamente conhecida a concentragéo
inibitdria minima (CIM) do fluconazol para este microrganismo. "'* 139

Foi utilizado o meio liquido RPMI-1640 (Angus Buffers &
Biochemicals, Niagara Falls, NY, EUA) com L-glutamina, 20g/L de glicose,

sem bicarbonato de sodio e tamponado com acido

morfolinopropanosulfénico (MOPS) 0,165M, pH 7,0.
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A partir de um cultivo de 24 a 48 horas da levedura a ser testada, foi
preparada uma suspensdo inicial, em tubo de ensaio, a 530nm com
transmitancia ajustada para 90% em espectrofotdbmetro, equivalendo a uma
suspensdo com 1x10° células/mL. Em seguida, foram realizadas diluicdes
seriadas, em meio RPMI-1640, a partir da suspenséo inicial, para obtencao de
indculo final, contendo 0,5X10? células/mL.

O antifungico fluconazol foi diluido, previamente aos testes, em dez
diferentes concentragbes seriadas de 1,25 a 640ug/mL. As dez diferentes
concentragdes do antifungico foram diluidas a 1:5 em RPMI-1640 e aliquotas
de 100uL destas concentracbes foram dispensadas sequencialmente nas
placas de microtitulagdo (Corning Inc. Costar), preenchendo o0s pogos
pertencentes as colunas numeradas de um a dez.

Uma aliquota de 100uL do indculo final foi adicionado a cada pogo das
placas de microtitulagdo contendo as dez diferentes concentracbes dos
antifungicos diluidos em meio RPMI, chegando-se a concentragdo final
desejada de antifungico e inéculo. Em seguida, as placas foram incubadas em
estufa a 35°C, por 48 horas.

A menor concentragao capaz de induzir proeminente inibigdo (em torno
de 80%) do crescimento da levedura testada, em relagdo ao pogo controle, foi
identificada como a CIM para o fluconazol (Quadro 2). ("%

Quadro 2. Critérios de susceptibilidade ao fluconazol

SUSCETIBILIDADE CIM Fluconazol (ug/mL)
Sensivel < oito
S-DD* 16 e 32
Resistente > 64

* S-DD = sensivel dependendo da dose



34
Casuistica e Método

2.8. Analises estatisticas

Os dados foram processados e analisados no programa de estatistica
MINITAB versédo 12.22. Para a analise dos resultados, foram utilizados testes
nao paramétricos (teste do qui-quadrado de Pearson, teste exato de Fisher e
teste de Mann-Whitney), considerando a natureza das variaveis estudadas.

O teste do qui-quadrado de Pearson foi utilizado para verificar a relacao
de dependéncia entre duas variaveis dicotbmicas, seguindo o principio da
comparagao entre freqlUéncias observadas na amostra e frequéncias
esperadas, caso houvesse relagcao de independéncia entre as duas variaveis.
O teste exato de Fisher foi utilizado para as tabelas do tipo 2 x 2, quando
alguma frequéncia esperada fosse inferior a cinco. Ja o teste de Mann-Whitney
foi empregado para comparagao de variaveis quantitativas visando estudar se
apresentavam distribuicdo semelhante, tomando a mediana como referéncia.

Para avaliagcdo do grau de discordancia entre os testes de triagem
fenotipica para C. dubliniensis e, também, para os testes de avaliagao do perfil

(131) Além desses,

de sensibilidade antifungica foi aplicado o teste de McNemar.
para validagcdo dos mesmos, foram calculados os seguintes parametros:
sensibilidade, especificidade e eficacia. (1*?

Para todos os testes estatisticos o nivel de significancia adotado foi de

alfa < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Populacéo estudada

3.1.1. Pacientes

No momento da coleta, cinqlenta pacientes estiveram internados
correspondendo aos doentes com AIDS manifesta deste estudo. Desses,
aproximadamente a metade ja estava internada ha até sete dias e a outra
metade ha oito dias ou mais (X = 10,96 dias), sendo que o tempo de
internacéo variou de um a sessenta dias. Os demais pacientes (50) foram
recrutados no ambulatério de Doencas Infecto-parasitarias do Hospital de

Base.

A média de idade foi de 40,86 anos (o = 10,19 anos), variando de 21
a 70 anos, sendo que a maioria (60%) pertence ao sexo masculino. A maior
parte dos homens encontra-se na faixa etaria de 40 a 49 anos enquanto
que a maioria das mulheres naquela de 30 a 39 anos. Em ambos os sexos,
poucos individuos ocupam a faixa etaria de 70 a 79 anos (Figura 3).
Quanto a etnia, 64% eram caucasoides, 21% mesticos, 13% negroides e

2% orientais.

Em relagcdo a procedéncia, 62% reside em S&o José do Rio Preto,
33% em outras cidades da Regido Noroeste Paulista e a minoria (5%) em
cidades do Sul do Estado de Minas Gerais. Oitenta e sete pacientes moram
na zona urbana, dois em zona semi-urbana, oito deles na periferia e

apenas trés em zona rural.
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Figura 3. Distribuicdo dos pacientes soropositivos para HIV e doentes com
AIDS de acordo com idade e sexo.
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Em entrevista, foi também pesquisado o consumo de alcool e 14%
dos pacientes afirmou consumir bebida alcodlica de maneira abusiva
enquanto que, quando questionado o uso de drogas injetaveis,
aproximadamente a mesma porcentagem (13%) referiu tal pratica.

Em se tratando da saude bucal, 79% referiu utilizar apenas escova
de dente e pasta dental, enquanto 16% o uso de escova, pasta e fio dental.
O restante usa escova dental com produtos diversos (ex: sabao em po,
agua sanitaria, sabonete). Ja quanto a frequéncia da higiene bucal, apenas
43% a faz de modo satisfatorio (trés vezes por dia ou mais), enquanto 47%
a realiza duas vezes ao dia e os demais (10%) de maneira insatisfatéria
(uma vez ao dia ou menos). Por fim, desses, 49% possui protese dentaria.

O tempo médio de diagnéstico positivo para o HIV foi de 7,18 anos,
variando de um dia a 19 anos. A principal forma de contaminacgao referida
foi relacédo sexual (56%), seguida do uso drogas injetaveis (9%). Trinta e
cinco por cento dos pacientes ndo souberam ou optaram por n&o responder
a essa pergunta.

Entretanto, o perfil de contaminagdo pelo HIV mostrou-se distinto
quando considerado o género. Foi verificada uma diferenga significante em
relacdo ao contagio por relagdo sexual (p = 0,0014) e diferencas
importantes em relacdo as demais formas de contaminacido. Entre os
pacientes do sexo masculino 46,66% relatou ter se contaminado por
relacdo sexual (sendo 33,33% e 13,33%, respectivamente, por relagao
heterossexual e homossexual) e 13,33% referiu o uso de drogas injetaveis.

Por fim, 40% nao soube ou optou por n&do responder a essa pergunta. Ja
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em relagao ao sexo feminino, 70% relatou ter se contaminado por relagéao
sexual, 2,5% referiu ter se contaminado com o uso de drogas injetaveis e
27,5% nao souberam ou optaram por nado responder a essa pergunta
(Figura 4).

O histérico médico-hospitalar mostrou que 21 pacientes estiveram
previamente internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), 24
sofreram transfusdo de hemoderivados e 19 deles passaram por
procedimentos invasivos em ambiente hospitalar. Apenas um paciente

realizou quimioterapia.

Segundo a classificacédo do CDC de 1987, revisada em janeiro de
1993, (** 3 maioria do grupo estudado (28%) encontra-se na categoria
clinica C3, seguida das seguintes categorias: A1, A2, C2, A3, B2, C1,B3 e
B1, em diferentes frequéncias. Os prontuarios incompletos impediram a

classificagcado de 6% do grupo estudado (Figura 5).

A pesquisa do status imunolégico revelou que a contagem de células
TCD4" variou de 11 a 951 U/mm?3, com X = 296,34 U/mm*® e o= 253,
segundo o exame mais recente do prontuario. Ainda nesse mesmo
parametro, aproximadamente a metade possuia contagem inferior a 199
U/mm?3, sendo que em 33% deles a contagem esteve entre 200 e 500
U/mm?® e em 21% deles, acima de 501 U/mm? (X =131.263 U/mm® e o =

332.754 U/mm?3) (Figura 6).
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Figura 4. Distribuicdo segundo o género dos individuos
soropositivos para HIV e doentes de AIDS e de acordo com a
forma de contaminacao pelo HIV.
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Figura 5. Classificagdo dos pacientes estudados nas diferentes
categorias clinicas, de acordo com a classificacdo descrita no
documento do CDC de 1993. (3%
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Figura 6. Distribuicdo dos pacientes soropositivos para HIV e doentes
com AIDS de acordo com a contagem de células TCD4 *.
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O resultado referente a contagem de copias do HIV revelou que a
carga viral em 23% dos pacientes foi indetectavel (menor que 50
copias/mm?), em 72% deles foi de 50 a 499.999 copias/mm?® e em apenas

4% foi de 500 mil copias ou mais (Figura 7).

Quanto a infecgao pregressa por Candida sp., 66% dos doentes com
AIDS manifesta referiu pelo menos um episddio prévio de candidiase
orofaringea (CO) enquanto que, entre os portadores, essa porcentagem foi
menor (54%). Quatro pacientes tiveram um unico episédio de candidiase
esofagica (CE), no ano anterior a coleta. No grupo em estudo, 34% dos
individuos nunca apresentou nenhum episddio dessa infec¢do. Por fim, seis
pacientes mostraram sinais clinicos de CO no momento da coleta,

representando 12% dos doentes com AIDS manifesta (Figura 8).

Em relacdo a ocorréncia de comorbidades, um quarto da amostra
portava doengas crbnicas tais como hepatite C (21%), hipertensdo (4%),
gota urica (2%) e hanseniase (1%). Considerando o periodo de 12 meses
anteriores a coleta, 67% dos individuos pesquisados apresentou outras
patologias, destacando-se a neurotoxoplasmose (17%), a hepatite B (13%)
e a pneumonia (13%), seguidas pelas seguintes afecgdes: pneumocistose
(11%), tuberculose pulmonar (10%), herpes zoster (10%), herpes simples
(9%), candidiase oral (9%), tuberculose extra-pulmonar (9%),
neurocriptococose (4%), histoplasmose (4%), candidiase esofagica (4%),
citomegalovirose (3%), toxoplasmose oftalmica, sepse, meningite herpética,

epilepsia, criptosporodiose e criptococose (2%) (Figura 9).
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Figura 7. Porcentagem dos pacientes soropositivos para HIV e doentes
com AIDS de acordo a com a contagem de copias do HIV.
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Figura 8. Distribuicdo do numero de pacientes portadores do HIV e
doentes com AIDS de acordo com a manifestacdo de candidiase
orofaringea (CO) ou candidiase esofagica (CE).



44
Resultados

@ neurotoxoplasmose

Il pneumonia bacteriana , fungica ou atipica
O hepatite B aguda ou crénica
O pneumocistose

W tuberculose pulmonar

@ herpes zoster

m tuberculose extra-pulmonar
O herpes simples

W candidiase orofaringea

[ neurocriptococose

O histoplasmose

O candidiase esofagica

W citomegalovirose

W outras

Figura 9. Distribuicdo do numero de pacientes portadores do HIV e doentes com
AIDS por comorbidades apresentadas nos ultimos 12 meses anteriores a
inclusdo neste estudo.
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A partir do prontuario médico foi possivel verificar que 60% dos
pacientes foram submetidos a terapia antibacteriana sendo que, desses,

58% por terapia antibacteriana de amplo espectro.

Drogas antifungicas foram prescritas a 32% dos individuos e
aproximadamente metade desses fez uso de azdis (6% cetoconazol, 6%
fluconazol, 3% fluconazol + itraconazol, 2% fluconazol + cetoconazol e 1%
itraconazol). Outros vinte e cinco pacientes: 13% dos pacientes fizeram uso
nistatina, 5% pentamidina, 3% nistatina + pentoxifilina, 2% nistatina +
anfotericina B e 2% utilizaram anfotericina B. Ainda, 9% dos pacientes
utilizou a combinagao entre azdis e ndo azois (dois pacientes fizeram uso
de cetoconazol + nistatina, um de fluconazol + pentoxifilina, um de nistatina
+ pentoxifilina, um de cetoconazol + fluconazol + nistatina, um cetoconazol
+ nistatina + pentoxifilina, um de fluconazol + anfotericina B + nistatina

enquanto que outro de cetoconazol + fluconazol + nistatina + pentoxifilina).

Ja em relagao a terapia antiretroviral, 90% do grupo em estudo faz uso
dessa classe de medicamentos sendo que, desses, 73% se encontram em
tratamento ha mais de um ano. Os demais (10%) n&do fazem uso dessa
classe de medicamentos. Em relagédo a categoria das drogas antiretrovirais
utilizadas, aproximadamente 37% faz uso de algum inibidor de proteases

(Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo dos pacientes soropositivos para o HIV e doentes
com AIDS de acordo com o uso e tipo de terapia antiretroviral.
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3.1.2. Grupo controle

A média de idade dos individuos do grupo controle foi de 40,82 anos
(o= 10,68 anos), variando de 18 a 67 anos, a maioria (60%) do sexo
masculino. Grande parte dos homens ocupa a faixa etaria de 40 a 49 anos,
enquanto que a maioria das mulheres tem idades entre 30 a 39 anos. A
minoria, para ambos 0s sexos, pertence a faixa etaria de 70 a 79 anos. A
classificagao étnica revelou que 64% sao caucasoides, 21% mesticos, 13%

negroéides, e 2% orientais.

Quanto a procedéncia, 78% reside em S&o José do Rio Preto e o
restante em outras cidades da regido Noroeste Paulista, todos na zona

urbana.

Em relacdo aos aspectos sociais, 2% dos pacientes afirmou
consumir bebida alcodlica de maneira abusiva (30g/alcool/dia), porém
nenhum deles referiu 0 uso de drogas injetaveis.

A pesquisa dos habitos de higiene bucal mostrou que
aproximadamente metade dos pacientes utiliza escova e pasta dental
enquanto 43% a escova de dente acrescida do fio dental. A minoria (5%)
usa escova, pasta de dentes e fio dental, além de algum outro enxaguatorio
bucal (Lysterine®, Cepacol®, Oral B®, Periogard®). A grande maioria (89%)
realizava higiene bucal com frequéncia considerada satisfatoria (trés vezes
por dia ou mais). No total, 16% fazia uso de protese dentaria.

Nenhum dos individuos desse grupo referiu ocorréncia de infecgéo

prévia por Candida sp.
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Em relacao a terapia prévia com antifungicos e antiretrovirais nenhum
individuo desse grupo relatou ter sido submetido a esses tipos de

tratamento.

3.1.3. Comparacdao entre os grupos estudados

A comparacgao entre os grupos estudados mostrou um alto grau de
associagao entre as variaveis idade (r = 0,96), sexo (r = 1,00) e etnia (r =
1,00).

Entretanto, foram observadas diferengas significantes nos seguintes
parametros: saude bucal, consumo abusivo de alcool, uso de drogas,
prevaléncia de doencas crénicas e comorbidades, ocorréncia de candidiase
orofaringea, episddios de transfusdo de sangue e terapia prévia com
antimicrobianos.

De um modo geral, um numero maior de pacientes possuia protese
dentaria (valor p<0,005) enquanto que os individuos do grupo controle
realizaram melhor sua higiene bucal (valor p<0,005).

Ainda, no grupo de pacientes, foi verificada maior prevaléncia de
consumo abusivo do alcool (valor p= 0,0002). O mesmo pode ser
evidenciado em relagédo ao uso de drogas (valor p= 0,0003).

Os mesmos resultados foram observados quando comparada a
prevaléncia de doencgas crbnicas, comorbidades, ocorréncia de candidiase

orofaringea e episodios de transfusao de sangue (valor p<0,005).
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Por fim, o uso de terapia prévia com antibacterianos, antifungicos e
antiretrovirais foi maior nos portadores do HIV e doentes com AIDS do que

nos individuos do grupo controle (valor p<0,005).

3.2. Prevaléncia de Candida sp.

3.2.1. Pacientes

Foram obtidas 107 cepas de Candida sp. a partir dos 87 pacientes
que estiveram colonizados e/ou infectados*. Dessas, 10 (9,3%) foram
identificadas como C. glabrata, 18 (16,8%) como C. tropicalis e 79 (73,8%)
inicialmente tipadas como C. albicans.

Posteriormente, por um conjunto de parametros que envolveram
tanto a avaliagdo morfolégica quanto bioquimica, com o uso de testes
classicos (prova do microcultivo e coloragdo das colbnias) e de outros
descritos especificamente para diferenciacdo de C. albicans e C.
dubliniensis (coloragdo das colénias no meio CHROMagar Candida,
tolerancia a temperatura de 42°C e de 45°C, formacdo do halo de
opacidade em meio com Tween 80, tolerdncia ao agar Sabouraud
hipertbnico, auxanograma com xilose e a-metil-D- glucopiranosidoe
formagdo de franjas de hifas em agar Niger e em agar Girassol), foi

realizada a triagem fenotipica de C. dubliniensis (Quadro 3).

* Colonizag&o = cultura positiva de Candida sp. sem sinais clinicos de
candidiase

Infeccdo = cultura positiva de Candida sp. associada a presenca de
sinais clinicos de candidiase
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Quadro 3. Resultados dos testes efetuados para triagem fenotipica de C.
dubliniensis nos portadores do HIV/doentes com AIDS. Onde: (+) C.

dubliniensis (CD);

() C. albicans (CA); microcultivo (MIC); CHROMagar

Candida® (CMC); tolerancia a temperatura de 42°C (T42°C) e a 45°C (T45°C);
formagao de halo de opacidade em agar Tween 80 (HAT); tolerancia ao agar
Sabouraud hiperténico (TSH); formacado de franjas de hifas em agar Niger
(FAN) e em agar Girassol (FAG); auxanograma (AUX) e NT = ndo testada

N©.

MIC

CMC

T42°C

T45°C

HAT

TSH

FAN/
FAG/AUX

IDENTIFICACAO

02

CA

03

CA

04

CA

05

CA

06

CA

07

CA

08

CD

10

CA

12

CA

13

CA

14

CA

17

CA

18

CA

19

CA

20

CA

21

CA

22

CA

27

CA

28

CA

29

CD

31

CA

32

CA

33

CA

34

CA

36

CA

37

CA

39

NT

CA

40

CA

41

CA

42

CA

43

CA

46

CA

47

CA

48

CA

50

CA

51

CA
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Quadro 3. (continuacgéao)

FAN/ ~
N°. | MIC | CMC | T42°C | T45°C | HAT | TSH FAG/AUX IDENTIFICACAO
52 - - - - + + - CA
55 - - - + + + - CA
56 - - - - + + - CA
58 + _ + + NT + - CA
59 _ . R _ . + - CA
60 . . _ . NT* - + CD
63 - - - . NT* N - CA
64 - + B . NT* + - CA
65 _ . R _ + + - CA
66 - - - - + + - CA
69 - - - - + - - CA
70 - - - - + - - CA
71 - - - + - + - CA
72 - . . . - + - CA
73 - R . + - + - CA
74 - - - - - - CA
75 - - - - - + - CA
76 - . + . i + - CA
7 - - + - + - - CA
78 - - + - - + - CA
79 - - - - - + - CA
80 - - - - + - - CA
81 + - - - * - - CA
82 - - - - - + - CA
83 - - - - + - - CA
85 - - - + + - - CA
86 - - - + + - - CA
87 - - - + + - - CA
89 - - - - + - - CA
90 - . . . - + - CA
92 - . + . i + - CA
95 . B - _ . + - CA
96 - - - - + - - CA
97 - - - - - + - CA
98 - - - - + - - CA
99 - - - - - + - CA
100 - . . . - + - CA
101 - . . . + . - CA
102 _ _ _ _ + _ - CA
103 . . . . . + - CA
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Desse modo, trés cepas (4,1%), em 73 inicialmente tipadas como C.
albicans, apresentaram perfil fenotipico compativel com C. dubliniensis.
Outras trés cepas de C. albicans ndo puderam ser repicadas e, portanto,
nao foram submetidas a triagem para C. dubliniensis (Figura 11). Essas
amostras foram isoladas da mucosa orofaringeana de dois homens com a
doenca AIDS manifesta e um outro portador de HIV. Todos s&o usuarios de
prétese dentaria e ja apresentaram pelo menos um episddio prévio de
candidiase orofaringea. Em relacdo a etnia, um foi classificado como
mestico (ascendéncia caucasoide e negrdide) e os outros dois, como

caucasoides. Apenas um deles relatou o uso abusivo de alcool.

Desse modo, apds a analise fenotipica, foi possivel constatar que
uma parcela consideravel das cepas isoladas pertence ao grupo de

espécies nao-albicans (29%).

Dos 87 pacientes cuja cultura foi positiva para o crescimento de
Candida sp., setenta e trés (72,41%) estiveram colonizados por uma unica
espécie: cinquenta e trés (60,91%) por C. albicans, quatro (4,59%) por C.
glabrata, trés deles (3,45%) apresentaram C. tropicalis e outros trés

(3,45%) estiveram colonizados por C. dubliniensis.

Adicionalmente, a partir do material obtido da mucosa orofaringea de
19 pacientes (21,83%) foi possivel o isolamento de mais de uma espécie de
Candida sp, caracterizando a presenca de colonizagao mista. Desses, treze
pacientes (15%) estiveram colonizados tanto por C. albicans como por C.
tropicalis, enquanto que cinco deles (5,74%) apresentaram C. albicans e C.

glabrata (Figura 12).
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O C. glabrata

O C. dubliniensis
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Figura 11. Numero de cepas das diferentes espécies de Candida sp.
isoladas da cavidade oral de 87 pacientes soropositivos para o HIV e doentes
com AIDS.
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Para aqueles pacientes que manifestavam sinais clinicos de
candidiase orofaringea (6,89%), quatro deles estiveram infectados apenas
por C. albicans, enquanto que um paciente portava apenas C. tropicalis.
Por fim, um dos portadores de candidiase orofaringea esteve
colonizado/infectado por trés espécies de Candida sp (C. albicans, C.

tropicalis e C. glabrata).

3.2.1.1. Portadores do HIV versus doentes com AIDS

Quando considerados somente os portadores do HIV, a grande
maioria (82%) esteve colonizada por Candida sp. em sua microbiota oral,
sendo 6% dessas, colonizacbes mistas. Entretanto, nenhum deles

apresentava sinais clinicos de candidiase orofaringea (Figura 13).

Ja no grupo dos doentes com AIDS, 80% esteve colonizado por
Candida sp. No entanto, 12 pacientes (24%) apresentaram colonizagao
mista e ainda, 12% apresentava candidiase orofaringea no momento da

coleta (Figura 13).
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Figura 12. Cultura em CHROMagar Candida® evidenciando a coloragéo
das colbnias de C. glabrata (A - roxas) e de Candida albicans (B - verdes)
obtidas a partir da mucosa orofaringea de paciente que apresentou
colonizacao mista.
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O colonizados por C. albicans

B colonizados por C. glabrata

O colonizados por C. tropicalis

O colonizados por C. dubliniensis

B colonizados por C. albicans e C. tropicalis
O colonizados por C. albicans e C. glabrata
B infectados por C. albicans

O infectados por C. tropicalis

B colonizado/infectado por C. albicans, C. tropicalis e
C. glabrata

Figura 13. Numero de portadores do HIV e doentes com
AIDS que tiveram sua mucosa oral colonizada/infectada,
de modo simples ou em associagdo, pelas diferentes
espécies de Candida sp. isoladas.



57
Resultados

3.2.1.2. Pacientes colonizados por C. dubliniensis

Paciente 1. A primeira cepa identificada como C. dubliniensis foi a
de numero 08, isolada a partir da mucosa oral do paciente E.S.S., morador
da zona rural da cidade de Engenheiro Schimidt - SP. O paciente, de 49
anos, mestico, encontrava-se internado ha 10 dias, no Setor de Doencgas
Infecto-parasitarias (DIP) do Hospital de Base e apresentava a doenca
AIDS manifesta. O diagndstico positivo para o HIV foi realizado ha quatro
anos e o paciente ndo referiu a forma de contaminacdo. E usuario de
prétese dentaria e sua higiene bucal é insatisfatoria. Apresentou episodios
prévios de candidiase. Por sua vez, ndo é usuario de drogas injetaveis e
néo referiu uso abusivo de alcool. E.S.S. nunca esteve internado na UTl e
foi classificado pela equipe médica, segundo os critérios do CDC,!"** na
categoria clinica C2. Mostrou, em sua avaliagdo mais recente, valores de
TCD4" de 256 U/mm? e TCD8" de 963 U/mm? além de contagem da carga
viral de 61.458 copias do HIV/mm?3. Nao foi observada referéncia ao uso de
antibacterianos e antifungicos no ultimo ano anterior a coleta. Entretanto, o
mesmo esta sob terapia antiretroviral com Atazanavir © e Biovir®, nenhum
desses pertencentes a classe de inibidores de proteases. Como
comorbidade, o paciente apresentou histoplasmose. Em relagao ao perfil de
sensibilidade aos antifungicos a cepa isolada desse paciente foi resistente

apenas a anfotericina B (Quadro 4).
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Quadro 4. variaveis demograficas e clinico-epidemiolégicas dos trés
pacientes colonizados por C. dubliniensis

VARIAVEIS PACIENTE 1 PACIENTE 2 PACIENTE 3
Sexo masculino masculino masculino
Idade 49 46 37
Etnia mestico caucasoide Caucasodide
Area de residéncia zona rural zona urbana zona urbana
Usuario prétese sim sim Sim
dentaria
Higiene bucal escova e escova e escova e
pasta dental pasta dental pasta dental
Freqléncia uma vez/dia quatro duas vezes/dia
higiene bucal vezes/dia
Usuario nao nao Nao
drogas injetaveis
Abuso de alcool nao nao Sim

Episodio prévio
de candidiase

ja manifestou

ja manifestou

ja manifestou

comorbidades histoplasmose, NC hepatite C,
pneumonia valvulopatia,
neoplasia bucal
Categoria clinica C2 A2 A3
(CDC)
T-CD4+ 256 334 191
Carga Viral 61.458 indetectavel 128.321
Antibioticoterapia* nao nao Sim
Antifungicoterapia® nao sim Nao
Terapia sim sim Sim
antiretroviral
contaminacéo pelo nao referiu relagao relagao
HIV heterossexual heterossexual
Tempo 4 anos 6 anos 5 anos
diagnostico

* Segundo pesquisa em prontuario do periodo de um ano anterior a
coleta; NC= ndo consta no prontuario médico.
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Paciente 2: A segunda amostra identificada como C. dubliniensis foi
a de numero 29, isolada a partir da mucosa oral do paciente AM.F.,

morador da zona urbana da cidade de Sao José do Rio Preto. O paciente,

de 46 anos, caucasoide, foi recrutado no ambulatério de DIP do Hospital de
Base e é portador do virus HIV. O diagnéstico positivo para esse virus foi
realizado ha seis anos e o paciente referiu contaminacdo via relagao
sexual. E usudario de protese dentaria e realiza sua higiene bucal de
maneira satisfatoria. Por sua vez, ndo € usuario de drogas injetaveis nem
faz uso abusivo de alcool. Ademais, ndo constava em seu prontuario
registro de episoédios de candidiase orofaringea ou internagcéo prévia em
UTI. Foi classificado pela equipe médica, durante a avaliagcdo mais recente,
na categoria clinica A2. A contagem de linfocitos TCD4+ foi de 334 U/mm?3,
de linfécitos TCD8+ de 1496 U/mm® e a contagem da carga viral,
indetectavel. No ultimo ano, n&o fez uso de antibibtico, entretanto, utilizou
fluconazol. Quanto & terapia antiretroviral, faz uso das drogas Kaletra® e
Biovir® ha um ano, sendo a primeira um inibidor de proteases. Ainda,
nenhuma comorbidade foi verificada em seu prontuario. Em relacdo ao
perfil de sensibilidade antifungica, a cepa isolada desse paciente foi

sensivel a todos os antifungicos testados (Quadro 4).

Paciente 3: Por fim, a terceira amostra de C. dubliniensis foi a de
numero 60, isolada a partir do paciente M.V., morador da zona urbana da
cidade de Sao Paulo, Vila de Guaianazes. O paciente, de 37 anos,
caucasoide, doente com AIDS manifesta, foi convidado a participar do

estudo no décimo quarto dia de internacdo no setor de DIP do Hospital de
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Base. O diagnostico do HIV foi realizado ha cinco anos e a via de
contaminacéo foi a relacdo sexual. E usuario de prétese dentaria e realiza
sua higiene bucal de maneira insatisfatoria, Ndo é usuario de drogas
injetaveis, entretanto relatou fazer uso abusivo de alcool. Ja apresentou
episddios de candidiase, e nunca precisou de internacdo na UTI. Foi
classificado pela equipe médica na categoria clinica A3, com niveis de
linfocitos TCD4" e linfocitos TCD8" de 191 U/mm3® e de 2000 U/mm3,
respectivamente. A ultima contagem de cépias do HIV/mm? obtida em seu
prontuario foi de 128.321 coépias/mm3. Foi o unico dentre os individuos
colonizados por C. dubliniensis a fazer uso de antibacterianos de amplo
espectro nos ultimos 12 meses antes da coleta (Caritromicina e
Sulfametoxazol + trimetopin). Entretanto, ndo utilizou antifungico nesse
mesmo periodo. JA em relacdo a terapia antiretroviral, faz uso de
Nevirapina® e Biovir® ha quase um ano, nenhum desses pertencentes a
classe de inibidores de proteases. Como comorbidades, apresentou
hepatite C, valvuloplastia e neoplasia de boca. Ja frente aos testes de
sensibilidade, a cepa isolada desse paciente foi sensivel a todos os

antifungicos testados (Quadro 4).

3.2.2. Grupo Controle

Em se tratando dos individuos saudaveis, que compdem o grupo
controle, foram obtidas doze cepas de Candida sp., todas como

colonizagédo unica. Nenhum desses individuos apresentou, até a inclusao
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neste estudo, sinais de candidiase orofaringea. Dentre esses, a maioria
(565,55%) é do sexo masculino, com média de idade de 42,77 anos,

variando de 23 a 64 anos (o= 13,98).

Cinguenta e cinco por cento dos individuos saudaveis cuja cultura de
Candida sp. foi positiva, faz uso de algum tipo de protese dentaria (ponte
mével e/ou fixa, dentadura) e a maioria (66,66%) realiza sua higiene bucal

de maneira satisfatéria (3 vezes por dia).

Nenhum desses pacientes necessitou de internacdo em UTI ou fez
uso de antibacterianos e antifungicos nos ultimos 12 meses. Também néo
referiram uso de alcool ou drogas. Dois desses voluntarios (22,22%) séo

diabéticos.

Por fim, apds a execucdo dos testes de identificacdo, todas as
leveduras isoladas a partir dos mesmos foram identificadas como C.

albicans (Quadro 5).

3.2.3. Comparacao entre colonizagcao/infeccdo nos portadores

do HIV e doentes com AIDS manifesta e grupo controle

A prevaléncia de Candida sp. foi maior nos pacientes do que nos
individuos do grupo controle (valor p<0,005). Assim, em relagdo as
espécies de Candida, os pacientes também sao colonizados em maior
frequéncia por C. albicans (valor p<0,005), por C. tropicalis (valor p<0,005),
por C. glabrata (valor p<0,001) e também por C. dubliniensis (valor p=

0,074), que os individuos controle. Em adicado, os pacientes com AIDS
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Quadro 5. Resultados dos testes efetuados para triagem fenotipica de C.

dubliniensis nas cepas isoladas no grupo controle.

Onde: (+) C. dubliniensis - CD e (-) C. albicans — CA; microcultivo
(MIC); CHROMagar Candida® (CMC); tolerancia a temperatura de 42°C
(T42°C) e 45°C (T45°C); formagao de halo de opacidade em agar tween
80 (HAT); tolerancia ao agar Sabouraud hipertonico (NaCl 6;5%) (TSH);
formagao de franjas de hifas em agar Niger (FAN) e em agar Girassol

(FAG); e auxanograma AUX).

AMOS. | MIC | CMC | T42°C | T45°C | HAT | TSH | FAN/ | IDENTIFICACAO
FAG/
AUX
03C CA
07C CA
18C CA
32C CA
39C CA
40C CA
44C CA
52C CA
99C CA




63
Resultados

manifesta apresentaram maior prevaléncia de colonizacao por C. tropicalis

que os portadores do HIV (valor p = 0,037).

O grupo de doentes de AIDS apresentou colonizagao/infecgao
preferencial por Candida “n&o-albicans” (34%) quando comparado ao grupo
de portadores do HIV (22%), revelando um valor p = 0,0328. Nenhum dos
individuos do grupo controle apresentou colonizagdo por Candida “nao-
albicans”. Por essa razéo, foi evidenciada uma colonizacao preferencial por
Candida “nao-albicans” nos pacientes (tanto nos portadores quanto nos
doentes) quando comparados aos individuos saudaveis (valor p < 0,005).
Do mesmo modo, foi verificada uma maior prevaléncia de candidiase
orofaringea nos individuos com AIDS manifesta do que naqueles saudaveis
(valor p = 0,0025). A comparagédo entre a prevaléncia de colonizagédo e
infeccdo por Candida sp. nos doentes e nos individuos saudaveis esta

apresentada na Figura 14.

3.3. Perfil de sensibilidade antifUngica dos isolados as
seguintes drogas: anfotericina B, fluconazol, itraconazol e

cetoconazol

3.3.1. Difusao em Disco

Por meio do teste de difusdo em disco as cepas isoladas tiveram seu
o perfil de sensibilidade antifungica avaliado frente as seguintes drogas:

fluconazol, cetoconazol, itraconazol e anfotericina B.
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O N&o colonizados por Candida sp.

B Infectados por Candida sp.

O Colonizados por Candida sp.

Figura 14. Prevaléncia de colonizagao e infecgao por Candida sp.
nos portadores do HIV (P), nos doentes com AIDS (D) e nos
individuos saudaveis (S).
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3.3.1.1. Pacientes
Apds o teste de sensibilidade antifungica por disco difusdo, foi
possivel determinar que dentre as cepas de C. albicans isoladas, 35,5% foi
resistente ao fluconazol, 23% ao itraconazol, 9% ao cetoconazol e 4% a
anfotericina-B.

Dentre as 18 cepas de C. tropicalis isoladas, metade foi resistente ao
fluconazol, 23% ao itraconazol, e uma unica cepa (5,5%) ao cetoconazol.
Esse ultimo resultado repetiu-se para a anfotericina-B (Figura 15).

Ja em relacdo as trés amostras de C. dubliniensis, uma unica cepa
(33,33%) foi resistente ao fluconazol e sensivel aos demais antifungicos
testados. As outras duas cepas foram sensiveis a todos as drogas testadas
(Figura 15).

Por fim, das 10 cepas de C. glabrata isoladas, 60% mostrou
resisténcia ao fluconazol, 40% ao itraconazol e apenas uma (10%) ao

cetoconazol. Todas foram sensiveis a anfotericina-B (Figura 15).
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Figura 15) Perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans
(CA), C. tropicalis (CT), C. glabrata (CG) e C. dubliniensis
(CD) frente aos antifungicos fluconazol (A), itraconazol (B),
cetoconazol (C) e anfotericina B (D).
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3.3.1.2. Grupo Controle
A avaliagdo da sensibilidade antifungica, por meio de difusdo em
disco, revelou que a totalidade das cepas isoladas a partir dos pacientes

saudaveis € sensivel a todos os antifungicos testados.

3.3.1.3. Comparacdao entre os perfis de sensibilidade

antifingica dos grupos estudados

Apesar de haverem diferengas significativas em relagcéo ao perfil de
sensibilidade antifungica das cepas isoladas nos individuos saudaveis
(100% das cepas foram sensiveis a todos os antifungicos testados) e nos
pacientes (de 4 a 35,5% das cepas foram resistentes a pelo menos um
antifungico) foram determinadas diferengas significantes somente em
relacdo ao fluconazol (valor p= 0,0039). Isto &, ndo foi possivel demonstrar
que as cepas isoladas nos pacientes sao mais resistentes aos antifungicos
itraconazol (valor p = 0,06), cetoconazol (valor p = 0,50) e anfotericina B

(valor p = 0,98).

3.3.2. Microdiluicao

O teste de sensibilidade antifungica ao fluconazol, através da
metodologia da microdilui¢ao, foi realizado em 71 cepas de C. albicans e
em trés de C. dubliniensis, todas isoladas a partir da mucosa oral dos
pacientes. Oito cepas de C. albicans isoladas a partir dos individuos

saudaveis também foram testadas. Cinco cepas de C. albicans isoladas a
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partir dos pacientes e uma isolada em individuos do grupo controle nao

puderam ser repicadas, e portanto, ndo foram testadas.

3.3.2.1. Pacientes

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos apds o teste de
sensibilidade antifungica, onde as cepas de C. albicans isoladas a partir da
mucosa oral dos pacientes evidenciaram perfis de sensibilidade cuja
concentragao inibitéria minima (CIM) variou de de 0,25 a > 65 pug/mL. A
concentragdo de 0,25ug/mL foi capaz de inibir a maioria das cepas
(54,54%), seguida das concentragdes 0,5ug/mL(15,6%), 1,0ug/mL (7,8%),
64ug/mL (7,8%), 2,0ug/mL (6,5%), 16,0pg/mL (3,9%), 4ug/mL (1,3%) e

8ug/mL (1,3%).

Ja as CIMs necessarias para inibicdo do crescimento das cepas de
Candida dubliniensis foram de 0,5 a 4,0ug/mL. Menores, portanto, que

aquelas obtidas para C. albicans (Tabela 1).

Dessa maneira, aproximadamente 10% das cepas de C. albicans foi
resistente ao fluconazol enquanto que 3,89% foi sensivel dependendo da
dose. Ja em relagao as cepas de C. dubliniensis, todas foram sensiveis.

A concentragao inibitéria minima para 50% das cepas (CIMsp) de C.
albicans foi de 0,25 yg/mL enquanto que a concentragdo inibitéria minima
para 90% das cepas (ClIMg) foi de 16,00 pg/mL. Ja para as cepas de
C. dubliniensis os valores de CIMs5y de CIMgo foram, respectivamente, de

1,00 pg/mL e 4,00 pg/mL.
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Tabela 1. Suscetibilidade de C. albicans e Candida dubliniensis a agao fungistatica do
fluconazol, expressa por meio da CIM.

*k%

Onde : * cepas sensiveis, ** cepas sensivel dependendo da dose, *** cepas resistentes.

Fluconazol
Espécie n°. e % de cepas sensiveis a concentragéo de (ug/mL)
CIM 0.25 0.5 1 2 4 8 16 64 > 64
C. albicans 42 12 6 5 1 1 3 6 1
(n=77) (54.5%) (15.6%) (7.8%) (6.5%) (1.3%) (1.3%) (3.9%) (7.8%) (1.3%)
C. dubliniensis 1 1 1
(n=03) 0 (3333%) (3333%) 0 (33.33%) ° 0 0 0

3.3.2.2. Grupo Controle

A totalidade das cepas de C. albicans isoladas a partir da mucosa
oral dos individuos saudaveis evidenciaram perfis de sensibilidade cuja
concentragdo inibitéria minima (CIM) foi de 0,25ug/mL. Portanto, as

mesmas sio sensiveis ao fluconazol.

3.3.2.3. Comparacdao entre sensibilidade antifungica das cepas

isoladas nos grupos estudados

Os resultados obtidos pelo método da disco difusdo nao permitiram a
determinacdo de diferengas significantes em relagdo a sensibilidade
antifungica das cepas isoladas nos pacientes e no grupo controle.
Entretanto, o método da microdiluicdo mostrou que cepas isoladas a partir

da mucosa oral dos individuos saudaveis sdo mais sensiveis ao fluconazol
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do que aquelas isoladas a partir da mucosa oral dos pacientes (valor p=

0,0086).

3.3.3. Comparacao entre os métodos de Difusdo em Disco e
Microdiluicao

A comparagao entre os meétodos de determinacado do perfil de
sensibilidade aos antifungicos testados permitiu a constatacdo de que
73,5% das cepas avaliadas apresentaram o mesmo resultado em ambos. A
totalidade das cepas isoladas de individuos saudaveis (n=8) teve o mesmo
resultado em ambos os testes. Por outro lado, a concordéncia entre os
mesmos para as cepas de C.albicans isoladas dos pacientes foi verificada
em aproximadamente metade (55,84%). Apenas uma cepa de
C.dubliniensis apresentou 0 mesmo resultado em ambos os testes (Quadro
6, Figura 16).

Dados os resultados discordantes, foram efetuados os calculos dos
parametros de sensibilidade, especificidade e eficacia do método da
difusdo em disco, considerando-se o método da microdiluicdo como “gold
standard”. Além disso, a fim de se avaliar o grau de discordancia entre

esses testes calculou-se o valor p para os pares discordantes (Tabela 2).
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Quadro 6. Resultados dos testes Disco Difusao (DD) e de
Microdiluicdo (MD) das amostras de C. albicans e de

C. dubliniensis

99C

AMOSTRA DD MD AMOSTRA DD MD
02P S S 70P S S
03P S S 71P R S
04P R S 73P R S
05P I SDD 74P S S
06P S S 75P S S
o7P I SDD 76P S S
10P S R 77P S S
12P S S 79P S S
13P S S 80P R S
14P S S 81P S S
17P S S 82P S S
18P S S 83P S S
19P S S 85P S S
20P S R 86P R S
21P S S 87P S S
22P R S 89P S S
27P R S 90P S S
28P S S 92P S S
31P S S 95P S R
32P R R 96P S S
33P R S 97P S S
34P R S 98P S S
36P R S 99P R SDD
37P R S 100P S S
40P R R 101P R S
41P S S 102P R S
42P R S 103P R S
43P S S 08P R S
46P S S 20P S S
47P R R 60P S S
48P S S 03C S S
50P R S 07C S S
52P R S 09C S S
55P S S 14C S S
56P S S 16C S S
58P S S 24C S S
63P R R 32C S S
64P S S 57C S S
65P S S 60C S S
66P S S 72C S S
69P R S 78C S S

S S
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O Intermediario/sensivel dependente da dose
| Resistente

O Sensivel

Figura 16. Perfil de sensibilidade antifungica das cepas
avaliadas por disco difusdo (DD) e por microdiluicao (MD).

Tabela 2. Porcentagem de sensibilidade, especificidade, eficacia e
valor p do método de disco difusdo

PARAMETROS DISCO DIFUSAO
SENSIBILIDADE (%) 75
ESPECIFICIDADE (%) 62,5
EFICACIA (%) 65
valor p 0,0014
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3.4. Candida sp. versos aspectos clinico-epidemioldgicos

As variaveis clinico-epidemiolégicas estudadas foram consideradas
quanto a sua possivel associacdo como fatores de risco para a colonizagao
e/ou infecgao por Candida sp. bem como para a modulacio de seu perfil de

sensibilidade antifungica.

Quanto aos parametros idade, sexo, tempo de internacdo ou
internacéo prévia em UTI n&o foi possivel correlaciona-los com a frequéncia

de colonizagao e/ou infecgao por Candida sp.

Do mesmo modo, a avaliagdo do isolamento preferencial dessa
levedura frente as diferentes etnias representadas neste estudo nao foi
significante (valor p= 0,6203). A porcentagem de colonizagao/infecgao por
Candida sp. nas diferentes etnias que compdéem o grupo paciente foi a
seguinte: 100% de colonizagdo/infecgdo nos pacientes orientais, seguidos
de 95,45% nos mestigos, 84,61% nos negroides e, por fim, 84,37% nos

individuos caucasoides.

Novamente, nao foi evidenciado aumento na freqluéncia de
isolamento de cepas de Candida sp. nos pacientes que referiram uso
abusivo de alcool (valor p = 0,6869). Contudo, nesse mesmo grupo, ha uma
tendéncia a colonizagao preferencial por Candida tropicalis (valor p =
0,094). Além disso, foi observado isolamento preferencial de Candida
albicans nos individuos que fazem uso de protese dentaria e naqueles

diabéticos (valor p =0,003).
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Foi possivel obter ainda uma relagao positiva entre colonizagao por
Candida sp. e a carga viral e outra negativa entre colonizagdo e contagem
de células TCD4*. A contagem de cépias do HIV/mm?® foi maior no grupo
colonizado por C. albicans (valor p= 0,046) e por C. tropicalis (valor p=
0,0065) e, ainda, nos pacientes colonizados por Candida “ndo-albicans”
(valor p= 0,036). Por sua vez, a contagem de células TCD4" foi menor nos
pacientes colonizados por Candida sp. (valor p= 0,0181) e ainda quando
consideradas as espécies C. albicans (valor p= 0,0174) e C. tropicalis (valor

p= 0,0207).

Em relagdo a viremia, ha evidéncias de que a carga viral seja mais
elevada nos pacientes que apresentaram colonizagao/infeccéo por Candida
tropicalis (valor p= 0,084) e Candida glabrata (valor p =0,036) ou ainda

pelas leveduras denominadas “n&o-albicans” (valor p= 0,027).

Além disso, quando comparado o grupo de pacientes portadores do
HIV e o grupo de doentes com AIDS foi observado que a maioria dos que
apresentou colonizagao/infec¢do, tanto mista (68,42%) quanto por espécies
“ndo-albicans” (65,51%), pertencia ao segundo grupo. Entretanto, néo
foram observadas diferencgas significantes que comprovem que os doentes
com AIDS manifesta tém maiores chances de apresentar tanto
colonizagao/infeccdo mista (valor p= 0,1266) quanto por espécies “nao-
albicans” (valor p= 0,1262).

Quando considerado o uso de antiretrovirais como um todo, no foi

evidenciada  associagdao  significante  quanto  aos parametros

colonizacao/infecgao ou ocorréncia de Candida “n&o-albicans”.
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Interessantemente, naqueles pacientes sob uso de antiretrovirais da
classe dos inibidores de proteases (IPs) foi detectado isolamento
preferencial de uma unica espécie, sendo essa C. albicans, em detrimento
das demais (valor p= 0,0269). Isso porque dentre os 19 pacientes que
apresentaram colonizacao/infecgcao mista, e que fazem uso dessa terapia,
apenas trés (15,78%) apresentaram colonizagao mista. O mesmo resultado
foi obtido quanto ao isolamento de espécies “ndo-albicans” ja que apenas
30% dos pacientes que apresentaram colonizagao/infec¢gao por espécies

“nao-albicans”, esteve sob uso IPs (valor p= 0,0269).

No entanto, foram observadas diferencas importantes quanto a
prevaléncia das diferentes espécies de Candida isoladas a partir da
cavidade oral dos pacientes segundo a prescricdo prévia de terapia

medicamentosa (Tabela 3).

Em relagdo ao uso prévio de antifungicos, 32 pacientes foram
submetidos a terapia antifungica até um ano antes da coleta do material. A
partir das amostras coletadas dos mesmos foi possivel isolar 39 cepas de
Candida sp.. Ja as amostras provenientes de 58 pacientes que receberam
terapia antimicrobiana de amplo espectro, no mesmo periodo, permitiram o
isolamento de 68 cepas de Candida sp. Em adigdo, dos 32 pacientes que
estavam sob terapia antiretroviral com inibidores de proteases foi possivel
isolar 31 cepas, sendo que em quatro desses nao houve crescimento

fungico algum.
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Tabela 3: Numero de cepas das diferentes espécies de Candida sp. isoladas a partir da
cavidade oral dos pacientes soropositivos para o HIV de acordo com o uso prévio de
terapia antiretroviral, antifungica e antibacteriana

NO ESPECIE
SOB : Cepas C. C. C. C.
acientes
TERAPIA TERAPIA P dubliniensis | albicans |tropicalis | glabrata
n=100 |n=107 n=3 n=76 n=18 n=10

sim 90 93 3 66 14 9

nao 10 14 0 10 4 1

Antiretroviral Inibidor de 33 29 1 20 3 5
proteases

N&o inibidor de 67 78 2 56 15 5
proteases

sim 32 39 1 25 10 3

Antifanaica nao 68 68 2 51 8 7

g Az6is 18 22 1 13 7 1

Nao azodis 82 85 2 63 3 9

sim 60 70 1 48 14 7

nao 40 37 2 63 3 9

Antibacteriana Amplo 58 68 1 46 14 7
espectro

N&o amplo 42 39 2 30 4 3
espectro
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Assim, neste estudo, o uso prévio de antifungicos favoreceu a
colonizagaol/infeccéo por C. tropicalis (valor p= 0,018), contudo o mesmo
nao foi observado em relagéo a Candida albicans (valor p= 0,705), Candida
glabrata (valor p= 0,886) ou mesmo no grupo Candida “n&do-albicans” (valor

p=0,105).

Dentre os antifungicos, a classe que mais favoreceu a
colonizagaol/infeccédo por C. tropicalis foram os azéis (valor p= 0,011).
Contudo, o0 mesmo nao ocorreu em relagdo a Candida albicans (valor p=
0,888) e Candida glabrata (valor p= 0, 488). Adicionalmente, parece haver
uma tendéncia para o favorecimento da colonizacdo por espécies “nao-

albicans” (valor p= 0,080) entre os individuos em terapia por azois.

As cepas obtidas a partir da maioria dos pacientes que ndo fizeram
uso prévio de antifungicos, quando comparadas aquelas isoladas dos
pacientes que fizeram uso dessa terapia, foram mais sensiveis a essa
classe de medicamentos (valor p= 0,015). Em se tratando de auséncia de
tratamento com antifungicos, o mesmo pode ser afirmado em relagdo aos
azdis (fluconazol - valor p<0,0005; cetoconazol - valor p= 0,011; itraconazol

- valor p= 0,015).

Em adi¢ao, nao foi evidenciado que o uso abusivo de alcool favoreca
a colonizagao/infecgdo de espécies resistentes aos antifungicos testados

(valor p>0,05).

Na Tabela 4, estao relacionados o uso prévio de medicamentos e a
porcentagem de cepas resistentes aos antifungicos, obtidas a partir aos da

mucosa oral da populagao estudada.
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Tabela 4. Distribuicdo das espécies de Candida sp. e perfil de

sensibilidade aos antifungicos avaliados,

medicamentosa pregressa.

de acordo a historia

CEPAS RESISTENTES AOS ANTIFUNGICOS

SOB
MEDICAMENTO TERAPIA/
TIPO Cepas | Fluco Itra Anfo-B Ceto
n=107 (%) (%) (%) (%)
sim 93 41,9 25,8 43 8,6
nao 14 28,6 14,3 - 7.1
Inibidores
. o de 31 34,5 20,7 - 10,3
Antiretrovirais proteases
Nao
'”'bfgres 78 423 | 256 5,1 7.7
proteases
sim 39 35,9 20,5 - 7,7
e nao 68 42,6 30,9 59 8,8
Antifangicos -
Azobis 22 31,8 27,3 - 4.5
Nao azois 85 41,2 23,5 47 9.4
sim 68 35,7 24,3 1,4 57
nao 37 48,6 24,3 8,1 13,5
Antibacterianos Amplo 68 33,8 235 15 59
espectro
Néo amplo | 54 513 | 256 7.7 12,8
espectro
Total 107 40,2 243 3,7 8,4

Onde: Fluco= fluconazol; Itra= itraconazol; Anfo-B= anfotericina-B; Ceto=

cetoconazol
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3.5. Avaliacdo da metodologia de triagem fenotipica de Candida
dubliniensis

O teste de formacao de franjas de hifas em agar Niger (Figura 17)
foi considerado “gold standard” para célculo dos parametros de
sensibilidade, especificidade e eficacia dos demais métodos de triagem
fenotipica para C. dubliniensis: microcultivo (Figura 18), coloragcdo em
CHROMagar Candida® (Figura 19), tolerancia a temperatura de 42°C e
45°C, formagéao de halo de opacidade em agar com Tween 80 (Figura 20),
tolerancia ao agar Sabouraud hiperténico (NaCl 6,5%), formagéao de franjas
de hifas em agar Girassol, e auxanograma com xilose e a-metil-D-
glucopiranoside.

Os testes de maior sensibilidade foram o de formagao de franjas de
hifas em agar girassol, o auxanograma com xilose e a-metil-D-
glucopiranoside, a coloracdo em CHROMagar Candida® e o microcultivo
(100%) seguidos pelo teste de opacificagdo em agar com Tween 80 (50%),
tolerancia ao agar Sabouraud hipertdnico e teste de tolerancia a
temperatura de 42°C (33,33%). Por fim, o teste de tolerancia a temperatura
de 45°C apresentou 0% de sensibilidade. Em relacdo a especificidade, os
melhores testes foram o de formacéo de franjas de hifas em agar girassol e
o auxanograma (100%) seguidos pelos testes de tolerancia a temperatura
de 42°C (90%), microcultivo (93,75%), coloragdo em CHROMagar
Candida® (86,25%), tolerancia & temperatura de 45°C (76,25%), formacéo
do halo de opacificagdo em agar com Tween 80 (72%) e, ainda, tolerancia

ao agar Sabouraud hiperténico (38,75%).
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Figura 17. Aspecto microscopico das culturas em agar Niger de
Candida dubliniensis (A) evidenciando bordas rugosas e Candida
albicans (B), evidenciando bordas lisas (100X).
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Figura 18. Aspecto micromorfolégico de Candida dubliniensis (A) e
de Candida albicans (B) em agar fuba com Tween 80 (microcultivo)
evidenciando clamidésporos em ‘“triplets” (seta vermelha) e
clamiddsporos unicos (setas pretas).
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Figura 19. Placa de Petri com meio CHROMagar Candida®
evidenciando a coloragao das col6nias de C. dubliniensis (A — verdes
escuras) e de Candida albicans (B — verdes mais claras).
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Figura 20. Cultura de Candida dubliniensis e de Candida albicans
em placa de Petri com agar com Tween 80, mostrando halo de
opacidade (seta).
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Por sua vez, os testes mais eficientes foram o de formacado de
franjas de hifas em agar Girassol, o auxanograma, a coloracdo em
CHROMagar Candida® e o microcultivo (84%) seguidos pelos testes de
tolerancia a temperatura de 42°C e ao agar Sabouraud hipertonico
(81,33%), a toleréncia a temperatura de 45°C (80%) e a formac&o do halo
de opacificagdo em agar com Tween 80 (76,5%) (Tabela 5).

Adicionalmente, com o objetivo de avaliar grau de discordancia entre
os testes, foram calculados os valores de p para os pares discordantes
(Falsos Positivos e Falsos Negativos) nos testes fenotipicos realizados

(Tabela 5).
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Tabela 5. Porcentagem de sensibilidade, especificidade, eficacia e valores
de p para os pares discordantes dos métodos de triagem fenotipica para C.
dubliniensis em comparagao com o teste de formagao de franjas de hifas em
agar Niger (“gold standard”).

METODO DE TRIAGEM | SENSIBILIDADE | ESPECIFICIDADE | EFICACIA valor
FENOTIPICA (%) (%) (%) P
Auxanograma com
xilose e a-metil-D-
glucopiranosido/ 100 100 84 <0,5
Formacao de franjas de
hifas em agar Girassol
CHROMagar Candida® 100 86,25 84 0,0736
Microcultivo 100 93,75 84 0,0026
Testelde opacificagao 50 79 765 0,0002
em meio com Tween 80
Teste de tolerancia a
temperatura de 45°C 0 76,25 80 00014
Teste de tolerancia a
temperatura de 42°C 33,33 90 81,33 0,1824
Teste de tolerancia ao
agar Sabouraud 33,33 38,75 81,33 0,0000
hipertonico (NaCl 6,5%)




4. DISCUSSAO




87
Discussao

4. DISCUSSAO

E fato conhecido que as espécies de Candida sp. sdo amplamente
difundidas geograficamente, ¥ e ha consideravel informacdo sobre a
colonizacaol/infecgcao por essas leveduras em pacientes soropositivos para o
HIV/doentes com AIDS. 50 134.135.136) contyudo, apenas alguns consideraram
as possiveis variaveis epidemioldgicas associadas a presenga das mesmas,
além da anadlise de seu perfil de sensibilidade antifungica e bem poucos
trataram da emergéncia de C. dubliniensis no nosso pais. (19 54 81.137.138)

Neste estudo, foi pesquisada a prevaléncia das espécies de Candida sp.
isoladas a partir da mucosa oral de pacientes soropositivos para o HIV e de seu
grupo controle, com énfase na triagem fenotipica de Candida dubliniensis.
Foram investigadas ainda as possiveis variaveis epidemioldgicas associadas a
presenca dessas leveduras na populagdao em estudo, bem como o perfil de
sensibilidade antifungica das cepas isoladas. De acordo com o extenso
levantamento bibliografico realizado, este € um estudo inédito na regiao
Noroeste Paulista.

No Brasil, a AIDS é considerada sub-epidemia tendo atingido de forma
intensa, no inicio da década de 80, os individuos que receberam transfusao de
sangue e hemoderivados, usuarios de drogas injetaveis e homossexuais
masculinos. Mais recentemente, a incidéncia da doengca mantém-se, ainda, em
patamares elevados (19,2 casos %o habitantes), basicamente devido a
persisténcia da tendéncia de crescimento entre as mulheres. M

Dados nacionais mostram também um declinio no numero de pacientes

portadores de AIDS na faixa etaria entre 13 e 29 anos, em ambos 0s sexos,
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acompanhado do crescimento nas faixas posteriores, principalmente entre 40 e
59 anos. Observou-se, também, para o sexo masculino, estabilidade na
proporcdo de casos devido ao aumento da transmissdao homo/bissexual e
elevacao da proporcdo heterossexual, compensando a reducao importante e
persistente dos casos em usuarios de drogas injetaveis. Ja entre as mulheres,
foi observada, apos 1998, uma tendéncia a estabilidade na faixa entre 13 a 24
anos, com constante crescimento nas demais faixas etarias. (")

Quando considerado o fator etnia, novamente sdo obtidos numeros
crescentes, de modo constante, na incidéncia de AIDS nas categorias de
raca/cor “preta” e “parda”, em ambos os sexos, entre 1998 e 2004. (!

Desse modo, a populagcédo soropositiva para o HIV e de portadores de
AIDS aqui reportada pode ser considerada representativa dos pacientes que
residem em outras areas do Brasil uma vez que a mesma refletiu todos os
principais parametros demograficos nacionais, bem como americanos e
europeus. (139 140)

Apesar do fato da maioria dos pacientes aqui recrutados pertencer a
etnia caucasoide, a prevaléncia de mesticos e de negrdéides verificada segue o
perfil crescente de contaminagdo nos mesmos, quando comparada aos
numeros da década de 80, quando a prevaléncia de casos de AIDS nesses
grupamentos era menor que 10% do total de individuos infectados. (10)

Neste trabalho, o grupo controle foi recrutado por pareamento entre
sexo, idade e etnia dos pacientes. Assim, os grupos estudados apresentaram

alto grau de associagao entre essas variaveis sendo, portanto as correlagdes
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significantes obtidas nesta pesquisa resultantes das diferencas entre doentes
(pacientes soropositivos para o HIV/doentes com AIDS) e individuos saudaveis.

Oitenta e sete por cento dos pacientes soropositivos para o HIV e/ou
doentes com AIDS manifesta apresentaram colonizagao/infeccdo por Candida
sp. e a maioria (60%) apresentou pelo menos um episodio prévio de candidiase
orofaringea. Ja entre os individuos do grupo controle, a prevaléncia foi menor
(9%) com auséncia absoluta de candidiase orofaringea.

Os achados obtidos quanto a prevaléncia de Candida sp. na mucosa
oral de individuos saudaveis e pacientes seguem aquelas reportadas em outras
populacdes, que referem espécies de Candida sp. fazendo parte da microbiota
normal da orofaringe em 5 a 50% dos adultos saudaveis, em forma de
colonizagado assintomatica. " 174" Ja nos pacientes soropositivos para o HIV,

essas taxas variam de 24 a 90%, (%28 32)

em virtude da progressiva deficiéncia
do sistema imunolégico e da elevagao da carga viral, que tornam esses
pacientes mais suscetiveis ao aumento da colonizagédo oral. De fato, alguns
fatores podem influenciar a freqléncia de colonizagdo por essas leveduras,
entre eles, a quantidade e pH da saliva, a imunossupressao, o uso de protese
dentaria, o diabete e o cancer. (192147

A prevaléncia das diferentes espécies de Candida sp. nos pacientes
avaliados também se assemelha aquela encontrada na literatura. No entanto,
nao foram isoladas as espécies Candida krusei, Candida rugosa, Candida

parapsilosis, Candida guilliermondii, Candida humicola e Candida lusitaniae. A

auséncia de isolamento de tais espécies € esperada visto que as mesmas
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ocorrem em frequéncias muito baixas que variam de 0,2 a 3%, de modo geral.
(50, 134, 135, 137, 141,142)

Interessantemente, a prevaléncia de espécies “ndo-albicans” (29%) foi
maior do que a observada tanto nos trabalhos realizados em outros paises,

cujas prevaléncias variaram entre 3 a 22%, (8 %0 141.142)

quanto no Brasil onde
a prevaléncia variou de 7 a 20%. ("** 37- 138 Em um tnico estudo, '** foi obtida
prevaléncia de 78% de Candida “n&o-albicans” em pacientes soropositivos para
o HIV espanhdis. Contudo, esse estudo continha amostras isoladas nao
apenas da mucosa orofaringea como também do trato urinario, vias
respiratorias, lesbes de pele e unha e trato genital, o que explica o numero
encontrado. (%4

O uso de antifungicos, em especial do fluconazol, pode ser responsavel
pela selegcdo de espécies “nao-albicans”, em especial C. glabrata, C.
dubliniensis e C. krusei, naturalmente menos sensiveis aos azdis. ¢34

Sabe-se que Candida dubliniensis € uma espécie “nao-albicans”
emergente. Por essa razao, levantamentos epidemioldgicos de isolamento e
identificagcao dessa espécie sio cruciais para compreensao de sua importancia
meédica tanto em pacientes soropositivos para o HIV/doentes com AIDS como
para individuos saudaveis. 8"

Esse trabalho é, provavelmente, o primeiro a descrever o isolamento da
levedura C. dubliniensis na regido Noroeste paulista. A prevaléncia de C.
dubliniensis verificada em nosso trabalho (2,8%) € menor do que a descrita em

pacientes soropositivos para o HIV/doentes com AIDS de paises europeus

como Irlanda (11 a 32%), ®?'*® Alemanha (30%), *® Turquia (11,4%) (%6 147) ¢
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Arabia Saudita (6% em média), *® 9 da Africa (12%), ("*® bem como dos
EUA (12,55% em média), ®% 1°1: 152.193.154) q16m de paises da América Latina
como Argentina (13%) "*® e Venezuela (4%) "*®, sendo inferior apenas que a

) *))_ Entretanto, se assemelha aquela descrita em

prevaléncia da Italia (1,5%
trabalhos realizados nesses pacientes em outras regides do Brasil (0,5 a 2,8%)
(19,54, 81,134,138, 158) 3 excecdo de um trabalho realizado no estado do Rio Grande

37) Neste ultimo estudo, o grupo

do Norte onde essa prevaléncia foi de 6%.
estudado era de criangas soropositivas para o HIV apresentando carga viral
elevada e contagem de linfocitos TCD4" baixa, 0 que sugere que criangas
sejam mais suscetiveis a colonizagao/infecgao por essa levedura que os
adultos ") (Anexo 1).

Sendo assim pode ser inferido que a prevaléncia de C. dubliniensis é
maior nos paises localizados no Hemisfério Norte quando comparada aquela
dos paises da América Latina.

E dificil explicar a baixa freqiiéncia de C. dubliniensis em pacientes
positivos para o HIV/ doentes com AIDS brasileiros em relagdo as demais
populagdes. Sabe-se que a emergéncia dessa espécie € atribuida a diminuicao
da imunidade e/ou ao uso de drogas antifingicas. ¢!

Por essa razdo, €& possivel que a baixa freqiéncia de pacientes
previamente submetidos a tratamentos com antifungicos, principalmente da
classe dos azdbis e em especial com o fluconazol, tenha contribuido, uma vez
que em outros estudos a maioria dos pacientes havia recebido tratamento

antifangico prévio. (3848 90.147)
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By

A classificagdo quanto a etnia, mais especificamente a categoria
caucasoide, foi referida como predisponente para a colonizacao/infec¢ao por C.

(159) Contudo, tal achado ndo foi verificado

dubliniensis em paises africanos.
nesta pesquisa, possivelmente dado ao pequeno numero de individuos
pertencentes a essas etnias compondo o grupo em estudo.

Além disso, nesta pesquisa, a prevaléncia de Candida tropicalis (18%)
foi maior do que as anteriormente referidas (1 a 7%) ©% 13 138143 5 mesmo
tendo sido verificado em relagédo a prevaléncia de C. glabrata (10%), ja que a

literatura refere prevaléncia dessa espécie variando de 0,2% a 6%. ©% 134 138,

137, 143)

De fato, outros autores referiram que, dentre as espécies “nao-albicans”
isoladas com maior freqiéncia nos casos de candidiase orofaringea em
pacientes soropositivos para o HIV/ doentes com AIDS estdo C. tropicalis e C.
glabrata. ("% 187

As espécies “nao-albicans” aqui isoladas ocorreram em maior
frequéncia, como esperado, nos pacientes que nao fazem uso de terapia
antiretroviral, naqueles com niveis de TCD4" baixos e/ou com carga viral
elevada, além daqueles expostos, por longo periodo, aos antifungicos. De fato,
afirma-se que a prevaléncia dessas espécies aumenta com o declinio
imunoldgico, com o aumento da carga viral e com a exposicdo a drogas
antifl]ngicas. (32, 45, 162, 163, 164, 165)

Assim, o isolamento de espécies “ndo-albicans” € menor nos pacientes

em uso de terapia antiretroviral de alto impacto (HAART). (166. 167.168.169) Neste
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estudo, o mesmo resultado pode ser verificado em relagao ao uso de Inibidores
de proteases (IPS).

Interessantemente, encontra-se descrita na literatura a acdo dos IPs
como redutoras da secrecdao da enzima aspartil proteinase de C. albicans
(SAP), semelhante a proteinase do HIV, e que constitui um dos principais
fatores de viruléncia dessa levedura. (1" 164 170. 171,172,173, 174) g antiretrovirais
dessa classe inativam uma protease do HIV, induzindo a formacdo de
particulas virais imaturas e nao infecciosas. A proteinase do HIV e a aspartil
proteinase de C. albicans pertencem a mesma classe de enzimas e sao
inibidas, igualmente, inibidas pela pepstatina. '"” Pode ser verificado ainda,

» (79 quanto “in vitro”, ™ que os IPs nao apenas inibem a

tanto “in vivo
producao e atividade das SAPs como o fazem de modo dose-dependente.
Diferentes espécies reconhecidamente patogénicas de Candida
possuem genes que codificam as SAP, entre elas C. dubliniensis, C. tropicalis
e C. parapsilosis. C. tropicalis possui quatro genes para SAP, enquanto que C.
parapsilosis tem, ao menos, dois desses genes. Sugere-se, ainda, que C.
dubliniensis possua ao menos nove desses genes. Assim, € altamente provavel
que a producao dessas proteinases desempenhe acio direta sobre a viruléncia
deste fungo visto que espécies de Candida sp. de menor viruléncia ou nao
patogénicas ndo produzem quantidades significativas dessas enzimas. (175)
Além disso, a queda da prevaléncia dessas espécies na cavidade bucal

dos pacientes com AIDS pode ser explicada pela redu¢do da pressao seletiva

dos azois sobre essas espécies, uma vez que apos o inicio do uso da HAART
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houve queda pronunciada do numero de infecgdes oportunistas com
conseqliente reducéo do uso de antiftingicos. ¢’ 17®

A colonizagdo por Candida “nao-albicans” preocupa ja que a
manifestacdo de resisténcia pos tratamento empirico em casos de candidiase
orofaringea manifestadas por essas espécies, pode ocorrer mais rapidamente,
com a possibilidade de auséncia de resposta ou de recidiva nos estagios mais
avancados da doenca. @) Sendo assim, a importancia do isolamento e
identificacdo de Candida sp. justifica-se visto que algumas espécies sao
naturalmente menos sensiveis aos azois, além da possivel sensibilidade parcial
ou total insensibilidade a terapia antiftingica. % 16177

Em adicdo, neste estudo, o uso do CHROMagar Candida® propiciou a

identificacdo de uma alta taxa de colonizag&o/infec¢cao mista (21,83%), tendo
sido identificadas associag¢des entre Candida albicans e C. tropicalis, entre C.
albicans e C. glabrata e ainda, um caso de coinfecgdo por C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata. Casos de colonizagao ou infeccdo por mais de uma
espécie dessa levedura na cavidade oral de pacientes com AIDS tem sido
relatados ©® % 78) sendo a maior taxa de 18%. No Brasil, Milan et al em 2001,
obtiveram taxa de 8,6% desse fenémeno, tendo sido isoladas, conjuntamente,
as mesmas combinacdes entre espécies. ("9

Entretanto, a sorotipagem das cepas de C. albicans, que é dividida
antigenicamente nos sorotipos A e B, ndo foi realizada nesta pesquisa. A
distribuicdo desses sorotipos € bastante variavel, no entanto estudos

demonstram aumento da prevaléncia do sorotipo B em pacientes soropositivos

para o HIV, (3> 179 bem como variabilidade genotipica ao longo do tempo além
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da possibilidade de coinfeccdo por subtipos distintos de C. albicans, a
semelhanga da ocorréncia de coinfeccdo por espécies. ('8 Sendo assim, a
taxa de colonizacao/infecgao mista mensurada neste trabalho, apesar de alta,
pode estar subestimada.

Como esperado, no grupo controle a prevaléncia de Candida sp. (9%) foi
muito inferior aquela dos pacientes (87%), sendo possivel ainda o isolamento
apenas de C. albicans.

Uma associagao importante foi a maior prevaléncia de Candida sp. entre
usuarios de prétese dentaria. Tanto pacientes quanto individuos do grupo
controle que usam algum tipo de prétese dentaria apresentaram maior
colonizacdol/infeccdo por essas leveduras. Esse fato se da devido a
mecanismos de patogenicidade de Candida sp. que facilitam sua aderéncia as
proteses de resina acrilica. (%' 182

O mesmo fenbmeno ocorreu em relagdo aos individuos diabéticos que
fizeram parte do grupo controle, corroborando os dados da literatura. (141 183184
Adicionalmente, pode ser observado um aumento da freqléncia
colonizacdo/infeccdo por Candida sp. nos diabéticos usuarios de protese

(185

dentaria. ('8 Realmente, a freqliéncia da colonizac&o/infeccdo por Candida sp.

nesses individuos pode ser influenciada por diversos fatores tais como: uso de

*") e producao das enzimas do

protese dentaria, ('® freqtiéncia de higiene oral ¢
ciclo do glioxalato. ('8 18" Ta| observagdo deve mais amplamente ser divulgada
aos demais profissionais de saude que lidam com os pacientes soropositivos

para o HIV/doentes com AIDS, especialmente odontdlogos, visando a

prevencao dessa ocorréncia.
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Relatos de caso de candidiase orofaringea resistente ao fluconazol
comecgaram a ser reportados na década de 90, apds o uso deste antifungico
em esquemas terapéuticos ou profilaticos em pacientes soropositivos para o
HIV/doentes com AIDS. ®") Desse modo, a emergente resisténcia as droga
antifungicas ¢é atribuida, em especial, ao uso prolongado e a terapia empirica e
inapropriada dessa classe de medicamentos, resultando em dificuldades no
tratamento do paciente. ('8¢

Conforme esperado, as cepas isoladas no presente estudo, a partir da
mucosa oral dos pacientes, sao mais resistentes ao fluconazol do que aquelas
isoladas nos individuos do grupo controle, o que corrobora os dados da
literatura que refere imunossupressao avancada e exposicdo aos azodis como
importantes fatores de risco para o desenvolvimento de resisténcia. ¢ &9
Entretanto, ndo foi possivel demonstrar o mesmo para o itraconazol, o
cetoconazol e a anfotericina B, provavelmente pela baixa exposicdo prévia a
esses antifungicos visto que o fluconazol é prescrito com maior frequéncia.

Confirmando o exposto acima, a maioria das cepas isoladas a partir dos
pacientes que néao fizeram uso prévio de antifungicos foram mais sensiveis a
essa classe de medicamentos. Foi possivel ainda verificar que 100% das cepas
isoladas a partir do grupo controle foram sensiveis a todos os antifungicos
testados o0 que seria esperado, ja que nenhum desses individuos referiu uso
prévio de drogas antifingicas. % 188 189
Ainda na nossa casuistica, aproximadamente a metade dos pacientes

utiliza HAART tendo sido 32% deles expostos a terapia prévia com azais.
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Comparados os dados aqui obtidos aos perfis de sensibilidade
antifangica obtidos na era pré-HAART, foi observada, conforme esperado,
menor taxa de resisténcia. ('3416%)

Contudo, as taxas de resisténcia das cepas de C. albicans, obtidas neste
estudo (35,5% ao fluconazol, 23% ao itraconazol, 9% ao cetoconazol e 4% a
anfotericina B), foram maiores do que aquelas previamente descritas na era
p6s-HAART, com taxas médias de 2,8 a 12,7% (3% 1%9) de resisténcia aos azois
e de 0% para anfotericina B, para esses mesmos pacientes. O mesmo pbde
ser verificado quanto ao perfil de resisténcia das cepas de C. tropicalis (50%
resistente ao fluconazol, 23% ao itraconazol, 5,5% ao cetoconazol e 5,5% a
anfotericina B) j4 que a taxa média de cepas resistentes encontradas na
literatura foi de 0,7 a 14,3%. (13% 190

Resultados semelhantes também foram encontrados para as cepas de
Candida glabrata (60% resistente ao fluconazol, 40% ao itraconazol, 10% ao
cetoconazol) uma vez que relatos prévios mostram padrdes de resisténcia ao
fluconazol, ao itraconazol e ao cetoconazol variando, respectivamente, de 0 a
11%, (%5199 de 9,7 2 33,3 % (%% 3% ¢ de 7,5 a 16,7 %. > *° No entanto, o
perfil de sensibilidade a anfotericina B das cepas de C. glabrata aqui isoladas,
se assemelha aos obtidos nos demais estudos, uma vez que todas as cepas
mostraram-se sensiveis a essa droga. (12% 160: 139

Ja para cepas de C. dubliniensis, nossos resultados (todas sensiveis e
com valores de CIMs de 0,5 a 4,0 ug/mL) se assemelham aqueles da literatura
que refere taxas de resisténcia ao fluconazol variando de 0 a 24% (1% 19"

exibindo valores de CIMs de < 0,06ug/mL > 64 ug/mL. (147-192.199)
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Pbdde ser verificado, ainda, que a menor CIM para as cepas de Candida
dubliniensis (0,5 pg/mL) foi maior do que esse mesmo parametro para as cepas
de Candida albicans (0,25 ug/mL). Entretanto, o maior valor de CIM para as
cepas de Candida dubliniensis (4,0 pg/mL) foi menor do que o valor
correspondente para cepas de Candida albicans (65,0 ug/mL). (47 19 Esse
fato é esperado, visto que cepas de C. albicans estdo em maior frequéncia e,
além disso, estdo expostas as drogas antifungicas ha mais tempo visto que C.
dubliniensis é espécie emergente. “® %) Assim, tomando em conta a ja bem
documentada rapidez no desenvolvimento de resisténcia de C. dubliniensis
quando exposta ao fluconazol  *% %) podemos sugerir que as cepas dessa
levedura, isoladas a partir de pacientes soropositivos para o HIV/doentes com
AIDS da regidao Noroeste Paulista, ainda ndo estdo manifestando tal fenébmeno.
Essa observacgao reforca a necessidade de identificacdo acurada de Candida
sp. bem como da realizagao do antifungigrama, anteriormente a administragcéo
da terapia antifungica empirica nos casos de portadores de candidiase
orofaringea no grupo de pacientes estudados.

Comparados os dados aqui obtidos aos perfis de sensibilidade
antifangica obtidos na era pré-HAART, foi observada, conforme esperado,
menor taxa de resisténcia. ('*%

O maior numero de cepas resistentes, aqui obtido, quando comparado
aos perfis de sensibilidade anteriormente referidos também na era pos-HAART
pode ser elucidado por duas hipoteses. A primeira sugere a existéncia de
falhas no preenchimento dos prontuarios médicos subestimando a terapia

prévia com antifungicos. Ja na segunda o numero de cepas resistentes pode
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estar sobreestimado devido as diferencas entre as metodologias utilizadas,
pois é conhecido o fato de que a disco difusao, método utilizado nesse estudo,
gera um maior numero de resultados resistentes do que a microdiluigéo,
método utilizado nos demais trabalhos. (116 117 1%)

A fim de se comparar métodos para a determinacao da sensibilidade
antifungica, foram realizados os testes da microdilui¢gao (“gold standard”) e o de
disco difusdo. A comparacgao entre os perfis de sensibilidade antifungica ao
fluconazol obtidos através dos mesmos mostrou 73,5% de concordancia. Esse
valor foi inferior aqueles previamente relatados (89% em média). (144 188 194.19%)

A principal discrepancia foi observada quando o método referéncia
forneceu resultado “sensivel” enquanto que a leitura do halo de inibicdo foi
considerada “resistente”. No entanto, alguns autores conferem o resultado
oposto como de maior gravidade ja que, na rotina laboratorial um resultado
falso positivo prejudica e/ou dificulta o tratamento do paciente, pondo em risco

sua sobrevivéncia. (11® 117, 199)

Foram encontradas também discrepancias
quando a microdiluicdo resultou em sensivel dependente da dose e a difuséo
em disco em sensivel ou em resistente. Tais variagdes sdo também referidas

na literatura como de menor importancia e, portanto, aceitaveis dadas as

116, 117, 196 (116, 117,

limitagdes do procedimento. ) O fendmeno considerado grave,

%) ou seja, resistente no método de referéncia, mas interpretado como sensivel
em meio sélido, ndo foi observado neste estudo.
Apesar das limitagdes detectadas quanto aos resultados discrepantes, o

meétodo da disco difusdo apresentou 6tima sensibilidade, boa especificidade e

eficacia e valor p significante, corroborando dados prévios que relatam a sua
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boa correlacdo com a microdiluicdo. (" Portanto, o método da disco difusdo é

o teste mais pratico e econdmico para ser empregado na rotina laboratorial. (120,

123, 124, 135, 196, 197)

Pelo exposto acima pode ser proposto que o perfil de sensibilidade
antifangica ao fluconazol seja testado inicialmente pelo método da disco
difusdo seguido pela confirmagao dos resultados sensivel dependente da dose
por microdilui¢cao, por se tratar de um método quantitativo, a fim de se otimizar
a terapéutica antifingica ao paciente. (%)

A fim de se implementar a triagem fenotipica de C. dubliniensis, no
Centro de Investigacdo de Microorganismos, foram testadas e avaliadas
diversas metodologias. Para fins estatisticos, os resultados foram comparados
ao método de formagao de franjas de hifas em agar Niger, considerado “gold
standard”. 62 194)

A diferenca entre as culturas de C. albicans e C. dubliniensis em agar

(18) quando se observou que C. albicans

Niger foi publicada no ano de 1999,
apresenta nesse meio de cultura colénias lisas enquanto que C. dubliniensis,
rugosas com clamidésporos abundantes. Esse teste foi posteriormente

62.19%) como um método simples, rapido e eficaz para distingdo dessas

validado ¢
duas espécies ja que 97,7% das cepas de Candida dubliniensis sdo capazes
de exibir tal perfil micromorfolégico, nessa condigdo. No entanto, estudo

posterior verificou que numeros menores, de aproximadamente 90%, dessas

cepas podem apresentar tais caracteristicas quando cultivadas em agar Niger.

(196)
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Tal observacéo pode ser resultante de incubagao em temperaturas mais
baixas, sendo possivel que a temperatura de incubagédo das placas seja um
fator que interfira nos resultados finais conferindo taxas de sensibilidade e
especificidade inferiores. (2%

Segundo os dados aqui obtidos esse método apresentou otima
sensibilidade, eficacia e eficiéncia, de modo que nossos resultados se
assemelham aos primeiramente reportados. & 2 197 19%) Adjcionalmente, foi
rapido, de baixo custo sendo a visualizagdo das franjas de hifas abundantes
mais facil do que aquela obtida por cultivo em agar Girassol. Dessa forma, esse
teste representa um importante avango que permite, em associagao com outras
metodologias, a triagem fenotipica adequada entre cepas de C. albicans e de
C. dubliniensis. " 197)

As cepas de C. dubliniensis aqui identificadas formaram franjas de
hifas em agar Girassol, enquanto que cepas de C. albicans exibiram franjas

lisas (2, 62, 145, 197

) Assim, o teste de formacdo de franjas de hifas em agar
Girassol apresentou otima sensibilidade, eficacia e eficiéncia. Seu custo é
baixo, o tempo de execugdo € curto e a visualizagdo micromorfoldgica,
relativamente facil.

Neste trabalho, a avaliacao da assimilagcao dos carboidratos xilose e
a-metil-D-glucopiranoside apresentou étima sensibilidade, especificidade e
eficiéncia, resultados estes que se assemelham aos descritos na literatura. (49,
73) Esse mesmo perfil de assimilacdo bioquimica é referido por muitos autores
como sendo um dos mais confiaveis métodos fenotipicos de identificacéo

(2, 70, 72, 74, 75, 145, 197,

presuntiva de Candida dubliniensis. 198) Entretanto, o
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carboidrato a-metil-D-glucopiranoside nédo ¢é facilmente encontrado para
aquisicdo no mercado, estando disponivel em sistemas comerciais de
avaliacado do perfil bioquimico que apresentam custo muito elevado, o que
inviabiliza o uso desse teste na rotina laboratorial.

Outra caracteristica fenotipica que permite a diferenciacdo de C.
albicans e C. dubliniensis é a distincdo na apresentagao de clamidésporos, que
pode ser verificada pelo método classico de microcultivo. Deste modo, cepas
de C. dubliniensis sdo capazes de exibir clamidésporos terminais em pares ou
“triplets” quando cultivadas em agar Fuba com Tween 80. 49

Em nossa avaliagdo, apesar desse teste ter mostrado 100% de
sensibilidade, 93,75% de especificidade e valor p significante, aliado ao seu
baixo custo, a visualizacdo das diferencas entre os clamidosporos nao é facil,
visto que ndo sao todas as cepas de C. dubliniensis que apresentam
clamidésporos em “triplets” abundantes. Desse modo, para um bom resultado,
toda a placa deve ser criteriosamente investigada o que exige tempo e pessoal
treinado, limitacdo essa que deve ser reconhecida.

Neste trabalho o teste de coloragao das colénias em CHROMagar
Candida® mostrou 100% de sensibilidade, 86,25% de especificidade e valor p
nao significante, quando comparado aos resultados obtidos através do teste
‘gold standard” para triagem fenotipica de C. dubliniensis. O resultado de
sensibilidade, aqui encontrado, se assemelha ao encontrado por Yucesoy et al
(2003), ") entretanto, a especificidade, foi menor.

Esse meio evidencia, macroscopicamente, coldnias verdes para C.

albicans que se apresentam globosas, ovaladas ou oval-alongadas, brilhantes
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e exibindo bordas e superficies lisas. Ja as col6nias de C. dubliniensis se
apresentam com tonalidade verde-escura, opacas, exibindo tanto bordas
quanto superficies filamentosas. Além disso, essas ultimas sdo mais secas que
as colbnias de C. albicans.

Contudo, a tonalidade das col6nias pode variar de acordo com a

(63) A temperatura de incubacéo

temperatura e tempo de incubacéo das placas.
ideal para uma identificacdo inequivoca entre essas espécies € a de 37°C,
tendo sido referidos resultados discrepantes quando a incubacido ocorre em
temperatura inferior. De fato, nessas condigdes colbénias de C. albicans
exibiram coloragao rosa escuro o que, na rotina laboratorial, poderia conduzir a

a. 209 para resolucéo desse problema, a fim

identificagcao presuntiva erréne
de facilitar a diferenciacdo entre essas duas espécies foi proposta a
suplementagdo desse meio com agar Fuba. ?°"

A despeito das limitagcbes referidas, as vantagens desse teste referem-
se a facilidade de execucgao, a rapidez (resultados em até 72 horas) e a boa
reprodutibilidade inter-laboratorial. ?®? O custo elevado do meio é uma das
desvantagens, além da dificuldade na visualizagdo da diferengca na tonalidade
da cor verde entre as col6nias de C. albicans e C. dubliniensis (mais escuras),
O que requer treinamento.

A inabilidade de crescimento das cepas de Candida dubliniensis a 42°C
foi primeiramente descrita por Sullivan, et al, (1995) 49 e a partir de entdo
muitos trabalhos tem buscado a confirmagédo desse como recurso diagnéstico.

(2. 61,90, 145) Entretanto, muitos deles concluiram que algumas cepas dessa

espécie s&o capazes de crescer nessa condicdo. %7
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A execugdao desse teste é facil, os resultados sao rapidos, a
reprodutibilidade é alta e o custo para execugao € baixo. Apesar disso, no
presente estudo, esse teste apresentou baixa sensibilidade e valor p
significante com boa especificidade. Pode, dessa forma, fornecer tanto
resultado falso positivo quanto falso negativo que, provavelmente, se justificam
pela variabilidade genética entre cepas de uma mesma espécie.

Quanto a execucgao e custo, o teste de crescimento a 45°C é similar ao
anterior. Entretanto, no presente estudo, apesar da boa especificidade
demonstrada, seu valor p nao significante, aliado a baixissima sensibilidade
conduzem a conclusdo de que tal método foi incapaz de discriminar os
verdadeiros positivos. No entanto, outros autores obtiveram resultados
similares aos nossos e, portanto, afirmaram que esse teste ndo é capaz de
distinguir C. albicans de C. dubliniensis. 3 154 1%7)

Esses dados discordam dos encontrados na literatura que afirmam que a
habilidade de crescimento a 45°C é um método simples, barato e confiavel
para diferenciacdo de C. albicans e C. dubliniensis, sendo mais eficaz que a
habilidade de crescimento a 42°C. ¢ 1%3)

Adicionalmente, foi avaliado o teste de tolerancia ao agar Sabouraud

%) quando se

hiperténico. Esse recurso diagndstico foi proposto em 2001,
verificou que a totalidade das cepas de C. albicans exibe crescimento nesse
meio enquanto que as cepas de C. dubliniensis s&o incapazes de fazé-lo. ¢ %%

Os resultados aqui obtidos ndao corroboram tal observagao, visto que algumas

cepas de C. albicans ndo puderam ser cultivadas nesse meio.
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Por essa razao, é possivel concluir que nem todas as cepas evidenciam
0 mesmo padrdao de crescimento nesse meio, sugerindo a existéncia de
variabilidade genética entre as mesmas. °* 2 De fato, estudos recentes
mostram que algumas cepas de C. albicans possuem estratégias de defesa
quando expostas a variadas concentracbes de NaCl. Tais mecanismos
ocorrem via presenca de co-transportadores de Na* /H*, codificados pelo gene
CNH1 e da enzima Na*- ATPase, cuja produgéo € estimulada pelo gene ENA1-
4 (203,204)

Por fim, apds avaliacdo estatistica, o teste de tolerdncia ao agar
Sabouraud Hipertbnico apresentou baixa sensibilidade e eficacia, entretanto
boa eficiéncia e valor p significativo. Dessa forma, dada a possibilidade de
resultado falso positivo e falso negativo, fica comprometida sua recomendagao
para a rotina diagndstica a despeito de sua rapidez, economia e boa
reprodutibilidade.

Por ultimo, foi avaliado o teste de opacificagao em agar com Tween
80. Baseando-se na observacdo de que as espécies de Candida apresentam
diferentes padrdes lipoliticos, procurou-se desenvolver uma meio capaz de
demonstrar essas diferencas promovendo a diferenciacdo e identificagao das
espécies. Desse modo, o agar com Tween 80 foi desenvolvido para verificagéo
da capacidade lipolitica, via secrecdo de esterases, de varias espécies de
Candida. ©®®

Apos sucessivas experimentacdes, foi comprovado que a totalidade das
cepas de C. albicans evidencia, nesse meio, halo de opacidade ao redor das

colbénias, resultante de sua atividade lipolitica enquanto as cepas de C.
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dubliniensis ndo evidenciam halo algum. @ O mesmo resultado foi obtido em
um estudo realizado no Brasil, comprovando que as cepas brasileiras de C.
dubliniensis evidenciam o mesmo padrao lipolitico das cepas de outros paises.
(36)

Estudo anterior afirmou que o teste de opacificagdo em agar com Tween
80 & de facil execucdo e leitura. ®® Contudo, no presente estudo, apesar dessa
atividade lipolitica ter sido comprovada, muitas cepas de C. albicans nao
evidenciaram halo de inibicdo nitido, dificultando a leitura dos resultados.

Adicionalmente, a avaliacdo estatistica mostrou que esse teste
apresenta sensibilidade regular, boa especificidade e eficiéncia, além de valor p
significativo. Sendo assim, pode fornecer resultados falso positivo e falso
negativo, o que compromete sua confiabilidade.

Por fim, apesar da rapidez e economia, a execugcdao do teste de
opacificagdo em agar com Tween 80 é mais laboriosa que a dos demais testes
avaliados.

Apos a avaliacdo dos resultados obtidos, € possivel propor que a
triagem fenotipica de C. dubliniensis deve ser realizada pela avaliagédo tanto da
coloragdo quanto do aspecto das colénias em CHROMagar Candida® seguido
da pesquisa de formagéao de franjas de hifas em agar Niger .

Como opgao unica, somente os meétodos genotipicos permitem a
identificagdo inequivoca entre C. dubliniensis e C. albicans. (3 78 9 97)
Entretanto, os métodos moleculares estdo restritos aos laboratérios de

pesquisa e, frequentemente, ndo sdo adotados na rotina laboratorial devido ao
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custo elevado além da necessidade de equipamento apropriado e de pessoal
treinado.

A alta prevaléncia de espécies “nao-albicans”, incluindo C. tropicalis, C.
glabrata e C. dubliniensis aqui verificada ressalta a importancia da identificagéo
fenotipica bem como da realizagcédo dos testes de sensibilidade antifungica para
as cepas de Candida sp. isoladas da mucosa orofaringea na populagéo
soropositiva para o HIV/doentes com AIDS. Tais abordagens permitem a
otimizagao do tratamento de candidiase orofaringea bem como a prevengao de

recidivas, ocorréncia tdo comum nesse grupo.
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5. CONCLUSOES

As seguintes conclusdes puderam ser obtidas para os portadores do

HIV/doentes com AIDS da regidao do Noroeste Paulista e seu grupo controle:

I. A prevaléncia de Candida sp. é influenciada por fatores
imunoldgicos, pela carga viral, pela exposicdo prévia a
antifingicos, pelo uso de prétese dentéria, pela freqiéncia da

higiene bucal e pelo diabetes;

II. o uso de inibidores de proteases reduz o niumero de espécies de
Candida sp. na cavidade orofaringea favorecendo a colonizacdo

simples por Candida albicans;

lll. as cepas isoladas da mucosa oral dos pacientes sdo mais
resistentes aos antifingicos que aquelas isoladas no mesmo sitio

anatébmico do grupo controle;

IV. as espécies de Candida “ndo-albicans” sdo mais resistentes aos
antifingicos azo6is e a anfotericina B que os isolados de C.

albicans;
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V. C. albicans é a Unica espécie isolada da mucosa orofaringea de

individuos saudaveis;

VI. a prevaléncia de colonizacéo/infeccdo por Candida sp. nos

pacientes é elevada;

VII. nos pacientes a prevaléncia de Candida “nao-albicans” € elevada,
sendo que a de C. dubliniensis é similar aquela observada em

outras regides do Brasil.

VIIIl. a triagem fenotipica de C. dubliniensis deve ser realizada pelos
seguintes meétodos: coloracdo e aspecto das colbnias em
CHROMagar Candida® seguido da pesquisa de formacdo de

franjas de hifas em agar Niger .
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Anexo 1. Prevaléncia de C. dubliniensis (CD) nos diversos trabalhos referidos
na literatura.

Local de isolamento CD “néo-albicans” Referéncia
das cepas (%) Bibliografica
Africa Africa do Sul 12 NA 150
América o C. tropicalis (8,2%)
Central México zero C. glabrata (7,1%) 135
C. parapsilosis (1,2%)
Candida tropicalis (7%)
5 Candida glabrata (0,2%) 50
América C. par_aps_ilosis (2%)
do Norte EUA C. lusitaniae (1,5%)
1.4 NA 153
6,8 NA 152
17 NA 154
25 NA 151
Argentina 13 NA 155
1,15 NA 81
C. tropicalis (2,8%)
0 C. glabrata (9,2%)
C. krusei (6,4%) 134
C. parapsilosis (0,8%)
C. guilhermondi (0,8)
C. lusitaniae (0,8%)
- , C. tropicalis (2,8%)
Amerca Brasil 0 C. glabrata (3,5%) 128
C. parapsilosis (0,7%)
C. krusei (0,7%)
0,5 NA 158
2,8 C. tropicalis e C. glabrata 19
(11,42%)
2 NA 54
C. tropicalis (1,93%)
58 C. glabrata (5,8%) 137
Venezuela 3,98 NA 156
C. tropicalis (2,1%)
. . C. glabrata (3%)
China - Taiwan 0 C. parapsilosis (3%) 143
) C. lusitaniae (1,5%)
Asia Sul da Asia 0 C. troplcal_ls 142
C. krusei
NA
Arabia Saudita 393 ijg
' NA
Alemanha 30 NA 136
Irlanda 11 NA 52
Europa Italia 15 NA 157
. 0,9 NA 146
Turquia 11,4 NA 147

* NT= ndo avaliado



8. APENDICES




151
Apéndices

Apéndice 1.

TERMO DE PARTICIPACAO E CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa chamada
"Pesquisa da Frequéncia das Espécies e do Perfil e Sensibilidade Antifungica
de Candida sp. em Individuos Soropositivos e Imunodepententes”. Esse
projeto, coordenado pela pesquisadora Prof.2 Dr.2 Andréa Regina Baptista
Rossit, vai estudar os micrébios causadores da candidiase (sapinho) nas
pessoas portadoras e nao portadoras do HIV. Sua participacdo consiste em
permitir, caso queira, que os profissionais de saude (médicos ou enfermeiros)
facam uma raspagem, com material estéril e de uso individual, da parte interna
de sua bochecha. Depois disso, faremos uma avaliagdo dos micrébios em
laboratorio. Essa coleta ndo trara desconforto ou alteracdo em seu quadro
clinico. Vale a pena lembrar que todos temos micrébios em nosso organismo e
gue apenas em algumas situacdes especiais eles podem causar doenca.

Queremos deixar claro que o seu nome nunca sera divulgado, nem a
origem das informagdes 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.2 Dr.2 Andréa Rossit, no
telefone 017- 210-5700 R.5887, na Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio
Preto. Vocé também ndo tera nenhuma despesa com essa pesquisa. O
material cedido destina-se apenas a analise cientifica e ndo pode ser
comercializado ou fornecido como resultado de analise clinica.

Caso tenha duvidas sobre esse acordo ou alguma questdo que
ndo tenha sido resolvida, vocé ainda poderd entrar em contato com a
Comisséo de Etica dessa faculdade (0xx17 — 2105700 R. 5813).

Séao José do Rio Preto, / /
Nome do sujeito da pesquisa:

Assinatura:

Endereco: telefone:
RG do prontuario medico:
Médico Responsavel:

Pesquisadora Responsavel

Tabata Salum Calille

FAMERP - Centro de Investigacdo de Microrganismos
FONE: (0xx17) 2105700 R. 5843/5887
Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 Vila Sdo Pedro — CEP 15090-000
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Apéndice 2.
FICHA EPIDEMIOLOGICA
N° amostra:
Nome:
Rg do prontuério: Idade:
Sexo: 1) Masculino 2)Feminino

Etnia: 1) Caucasotide 2) Negréide 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 internacéao: Tempo de internacao:

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) N&o
Abuso de élcool? 1) Sim 2) Nao
Primeira infecgcdo? 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:
2) Diabete
3) neoplasia local:
4) neutropenia
5) doenca crénica qual?
6) valvula cardiaca
7) protese
6) Outras Qual?
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Necessitou ou necessita de:1) terapia imunossupressora
2) hemodidlise
3) nutricdo parenteral
4) ventilacdo mecéanica
5) transfusédo de sangue quantas?
6) quimioterapia
7) radioterapia
8) sondagem tipo:
9) cateter venoso central

Ja fez 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 antifungico?
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.

Protocolo n° 5386/2002 Comité de Etica da FAMERP

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

AUTARQUIA ESTADUAL - LEI N° 8899 ,de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n® 74.179, de 14/06/74 )

Parecer n.° 214/2002

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n°. 5386/2002 sob a responsabilidade de Andrea Regina
Baptista Rossit e Ricardo Luiz Dantas Machado com o tftulo "Epidemiologia e
diagndstico molecular de Doengas Infecciosas e Parasitdrias humanas” e os
sub-projetos 1)Distribuigio dos agentes causadores da maldria e sua
correlagio com os polimorfismos eritrocitdrios, hemoglobinopatias e
deficiéncia da 6-6PD na Amazdnia brasileira - 2) Avaliagdo da Prevaléncia e do
Perfil de sensibilidade antifingica em espécies do género Candida spp., em um
hospital escola de nivel fercidrio estdo de acordo com a Resolugdo CNS
196/96 e foram aprovados por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) deverd receber
relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem como a qualquer
tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevéncia, além do envio dos
relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité. Salientamos

ainda, a necessidade de relatdrio completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 09 de dezembro de 2002.

1
PROF®. DR®. PATRICZA MALUF CURY

COORDENADORA CEP/FAMERP




