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OBJETIVOS: Avaliar a incidéncia de coloniza¢do oral por Candida spp. em pacientes
com HIV em uso de terapia anti-retroviral, comparando os resultados dos grupos de
pacientes colonizados e ndo colonizados, assim como estudar os aspectos microbioldgicos
das cepas isoladas. PACIENTES E METODOS: Foi realizado estudo transversal de
pacientes assistidos no HC/Unicamp, de agosto de 2003 a abril de 2004, com coleta unica
por paciente de swab da cavidade oral. CHROMagar Candida® e ID32C® foram utilizados
no cultivo, isolamento e identificacdo de Candida spp. e Candida Check® na determinagio
dos sorotipos de C. albicans. C. dubliniensis foi identificada por seqiienciamento no
aparelho ABI PRISM 3100° GENETIC ANALYZER. O perfil gendmico foi estudado por
PFGE, usando o sistema CHEF e a sensibilidade aos azolicos, 5-fluocitosina, anfotericina B
e nistatina, baseada na microdiluicao em caldo (CLSI). Por meio da revisao dos prontuarios
foi avaliado: género, idade, raca, ano de diagndstico da infeccdo pelo HIV, tipo de
exposicdo ao HIV, carga viral, contagem de linfocito TCD4", infec¢des oportunistas,
classificacdo clinica da infeccdo pelo HIV, terapia anti-retroviral e terapia antiftingica.
RESULTADOS: Foram identificados 140/324 pacientes colonizados e 184/324 nio
colonizados: género masculino (63% e 60%), exposi¢ao sexual (81,5% e 80,5%) e idade
média de 38,9 anos. A presenga de colonizagdo/infecg@o foi significativamente maior em
pacientes com carga viral detectivel (p=0,002) e CD4*<200/mm’ (p=0,006). Foi
evidenciada incidéncia de candidiase oral (31,2%), tuberculose (20,9%), herpes zoster
(16,3%), pneumonia por Pneumocystis carinii (PCP) (15,7%) e toxoplasmose (11,7%), no
total de pacientes estudados. Nao foi observada diferenca significativa de coloniza¢do por
Candida entre os pacientes em uso de TARV com ou sem IP. O uso prévio de nistatina foi
maior no grupo colonizado (p=0,014). Foram isoladas 115/154 C. albicans sorotipo A,
15/154 C. albicans sorotipo B e 24/154 Candida nao albicans. Doze pacientes
apresentaram coloniza¢ao mista. O estudo gendmico de C. albicans sorotipo A identificou
15 perfis diferentes, com predominio do Al (56,5%), que mostrou similaridade de 100%
entre o perfil de C. albicans sorotipo B predominante B' (86,6%). O perfil gendmico de
C. glabrata mostrou-se heterogéneo. C. albicans sorotipo A e B mostraram-se sensiveis a
todos os antifungicos avaliados. C. glabrata e C. krusei apresentaram S-DD para os
azélicos. CONCLUSAO: O trabalho contribuiu de forma significativa para tracar o perfil
epidemioldgico/clinico dos pacientes HIV em uso de TARV e verificou que o uso de IP nao

influenciou na presenca ou auséncia de colonizagao oral por Candida.
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OBJECTIVES: Evaluating de incidence of oral colonization by Candida spp. in patients
in use of antiretroviral therapy, comparing the results of the groups of patients colonized
and non-colonized, as well as study the microbiological aspects of the isolated strains.
PATIENTS AND METHODS: It was made a cross sectional study assisted at
HC/UNICAMP, from August, 2003 to April, 2004, with unique collect of the oral cavity by
patient using a swab. CHROMagar Candida® and ID32C® were used in growth, isolation
and identification of Candida spp. and Candida Check® for determination of C. albicans
sorotypes. C. dubliniensis was identified by sequencing in ABI PRISM 3100®° GENETIC
ANALYZER device. The genomic profile was studied by PFGE, using the system CHEF
and azoles, 5-FC, amphotericin B and nistatine sensibility, based broth microdilution
(CLSD). It was evaluated through the review of the prontuaries: genre, age, race, year of
HIV infection diagnosis, type of exposition, viral load, TCD4" linfocyte counting,
opportunistic infections, antiretroviral therapy and antifungal therapy. RESULTS: It was
identified 140/324 colonized patients and 184/324 non-colonized patients: male gender
(63% and 60%), sexual exposition (81,5% and 80,5%) and average age of 39,8 years old.
The presence of colonization was significantly greater in patients with detectable viral load
(p=0,002) e CD4"<200/mm’ (p=0,006). The incidence of oral candidiasis (31,2%),
tuberculosis (20,9%), herpes zoster (16,3%), Pneumocystis carinii pneumonia (PCP)

(15,7%) and toxoplasmosis (11,7%) was seen among the total of studied patients.

It was not observed a significant difference regarding colonization by Candida among the
patients in use of ARVT with or without usage of PI. The early usage of nistatine was
bigger in the colonized group (p=0,014). It was isolated 115/154 C. albicans sorotype A,
15/154 C. albicans sorotype B and 24/154 non albicans Candida . Twelve patients
presented mixed colonization. The genomic study of C. albicans sorotype A, identified 15
different profiles, with dominance of Al (56,5%), which shown 100 % similarity between
C. albicans sorotype B and predominant B' (86,6%). The genomic profile of C. glabrata
showed heterogeneous. C. albicans serotype A and B showed sensible to all evaluated
antifugicals. C. glabrata e C. krusei showed S-DD to azoles. CONCLUSION: This work
contributed significantly to trace an epidemiological/clinical profile of the HIV patients in
usage of ARV therapy and the lack of influence of IP in the presence or absence of

colonization of oral Candida.
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1.1- Colonizacio oral por Candida spp. X infeccao pelo HIV

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela freqiiéncia com
que colonizam e infectam o hospedeiro humano (Odds e Bernaerts, 1994;
Dignani et al., 2003), tendo sido demonstrado que estas fazem parte da flora normal da

boca de 25% a 50% dos individuos saudaveis (Odds, 1988).

A ocorréncia de alteragdes nos mecanismos de defesa dos hospedeiros € o
comprometimento de barreiras anatdmicas por queimadura ou procedimentos invasivos
favorecem a mudanca de condicdo das referidas leveduras de comensais para patdgenos
(Dignani et al., 2003). Qualquer varidvel que provoque desequilibrio ou lesdo da mucosa
gastrointestinal, como exemplo o uso de antibiéticos (Alexander et al.,1990), pode facilitar
a translocagao por Candida spp. até os capilares mesentéricos (Cole et al., 1996; Colombo
& Guimaraes, 2003). Numa investigacdo sobre fonte de infec¢do para candidemia, Nucci e
Anaisse (2001) concluiram que a maioria das candidemias em pacientes ndo neutropénicos

foi de origem enddgena.

Estudo em pacientes com candidiase oral e controles sauddveis
(Tanida et al., 2003) mostrou que a candidiase oral estd associada a hipofuncdo de
glandulas salivares que excretam proteinas e peptideos microbianos, ou seja, individuos

com hipofun¢do nessas glandulas estariam mais propensos a apresentar candidiase oral.

A propensdo do paciente com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA/AIDS) em desenvolver candidiase orofaringea parece ser de origem multifatorial,
envolvendo alteracdes nos mecanismos inespecificos e especificos de defesa do hospedeiro,
bem como variagdo de viruléncia da cepa envolvida. O volume de secre¢do salivar em
pacientes com infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida
(Human Immunodeficiency Virus — HIV) pode estar diminuido, sugerindo lesdo das
glandulas salivares pelo virus (Zegarelli, 1993) ou pelo uso de agentes anti-retrovirais
(Atkinson et al., 1990), contagem de CD4* menor do que 200 cels/mm” e carga viral acima

de 10.000 copias/mL (Patton et al., 1999; Greenspan et al., 2000).
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Outros fatores, tais como a falta de higiene oral, o fumo e o uso de antibidticos,
sdo fatores de risco bastante conhecidos para o desenvolvimento de candidiase oral

(Moretti-Branchini, 2002).

O diagnéstico de candidiase oral inclui o eritema difuso ou placas
esbranquicadas, o isolamento de Candida spp. em cultura de secreg¢des orais, raspado da
lesdo oral ou biopsia; a presenca de micélios na observagdo direta oral e a biopsia
evidenciando hifa no epitélio. O diagndstico de candidiase oral deve ser diferenciado de
colonizagdo. A presenca de hifas ou pseudo-hifas no exame microscépico dos raspados da
mucosa oral ou lingua associado ao quadro clinico vem sugerir o diagnéstico de doenca. O
isolamento de Candida spp. em cultura de secrecdes orais ou do raspado de lesdes nao
confirma o diagndstico de candidiase orofaringea, uma vez que a presenca de Candida na

cavidade oral pode representar apenas coloniza¢do (Moretti-Branchini, 2002).

A incidéncia das formas da candidiase descrita na literatura, em ordem
decrescente, encontra-se a pseudomembranosa, queilite angular e eritematosa (Greenspan D

e Greenspan JS, 1991; Laskaris et al., 1992; Panganathan et al., 2000).

Em relacdo a freqiiéncia das espécies envolvidas na candidiase oral, Candida
albicans é o agente normalmente mais associado, principalmente em pacientes com
infeccdo pelo HIV (Redding et al., 1994), diabéticos (Kumar et al., 2005), com asma,
tratados com corticéides (Fukushima et al., 2005) e naqueles com cancer em estagio
avancado (Bagg et al., 2003), mas outras espécies, como C. parapsillosis, C. glabrata,
C. tropicalis e C. krusei t€ém sido relatadas em intimeros estudos (Kumar et al., 2005;
Bodey, 1993; Hospentha, 2006). Mais recentemente, C. dubliniensis (Sullivan et al., 1997)
vem se destacando e pode, circunstancialmente, ser confundida com C. albicans atipica
devido a similaridade fenotipica entre as duas espécies. Estudos utilizando métodos
genotipicos t€m sido realizados na identificacdo e diferenciacdo das mesmas
(Mariano et al., 2003; Binolfi et al., 2005) e de outras espécies dentro do género Candida

(Lopez et al., 2005; Hospentha et al., 2006) envolvidas na colonizagdo oral e na candidiase

como um todo (Bodey, 1993).
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Durante o curso da infeccao do HIV, os pacientes podem ser colonizados por
mais de uma espécie de Candida e por mais de uma cepa de uma mesma espécie. No
entanto, estudos sugerem que uma cepa pode predominar e que as recorréncias sao muitas
vezes pela mesma cepa e espécie de Candida (Moretti-Branchini, 2002). Atualmente, meios
de cultura como o CHROMagar Candida®, sao recomendados para facilitar o
reconhecimento de cultivos com mais de uma espécie de levedura

(Odds e Bernaerts, 1994).

C. albicans € dividida antigenicamente em dois sorotipos, baseando-se na
presenca do antigeno de superficie A ou B, originalmente descritos por Hanseclever e
Mitchell (1961). A varidvel incidéncia de candidiase orofaringea causada pelos sorotipos A
e B esta relacionada a diversidade geogréfica, pressao seletiva de antifingicos, doenga de
base, estado imunolégico e fatores do hospedeiro (Brawner, 1991; Velegraki, 1995;
Torssander et al., 1996). As amostras pertencentes ao sorotipo B apresentam CIMs
(concentragdes inibitérias minimas) significativamente elevadas para fluconazol,
itraconazol e 5-fluocitosina, quando comparadas com as do sorotipo A (Velegraki, 1995;
Torssander et al., 1996). Na literatura, a distribui¢do dos sorotipos A e B de C. albicans é
bastante varidvel. A maioria dos estudos reporta a predomindncia do sorotipo A em
populacdes de individuos sadios e imunodeprimidos (McMullan-Vogel et al., 1999;
Vidoto et al., 1999; Williams et al., 2000). No entanto, estudos vém demonstrando aumento
da prevaléncia do sorotipo B em pacientes HIV positivos (Brawner e Cutler, 1898;

Barturen et al., 1995; Velegraki, 1995)

Sabe-se que a C. dubliniensis apresenta maior atividade de proteinase que a
C. albicans e revela maior aderéncia a mucosa oral. No entanto, a formacgao de hifas é mais
lenta, sugerindo menor poder de invasdo (Sullivan et al., 1999). E provével que esta nova
espécie de Candida ja estivesse presente na comunidade, hd muito tempo, e que era
identificada incorretamente como C. albicans. Ainda sdo raros os casos de doenga sistémica
relacionada a esta nova espécie, a maior parte dos quais se encontra associada a infeccao de

mucosa oral (Kromery et al., 2002).
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1.2- O impacto da terapia anti-retroviral sobre as infec¢oes oportunistas

Considerada sentinela na histdria natural e na progressao da infec¢do pelo HIV
(Greenspan et al., 2000), a candidiase orofaringea € a infec¢do fungica mais comum entre
os pacientes infectados pelo HIV (Campisi et al., 2002; Fidel, 2002), ocorrendo pelo menos
uma vez no curso da doenca em 90% dos pacientes (Korting et al., 1999). Muitas vezes é
detectada em episddios recorrentes, principalmente quando a contagem de linfécitos CD4"

for baixa (Campos et al., 2002; Gupta et al., 2006).

Recentemente, foi realizado estudo para avaliar a tendéncia temporal das
doencas associadas a aids, no Brasil, de acordo com as varidveis séciodemogrificas
econdmicas. As condi¢des associadas com maior incidéncia acumulada, para o periodo de
1980-1999, foram: candidiase (59,2%), tuberculose (25,5%), pneumonia por Pneumocystis
carinii  (PCP) (23,0%), neurotoxoplasmose (15,3%) e herpes zoster (12,5)
(Guimaraes, 2000).

Com a utilizacdo dos novos anti-retrovirais na terapia do HIV, passou-se a
observar uma reducdo na ocorréncia de infec¢Oes oportunistas em até 60% a 80% dos
pacientes (Powderly, 1999), porém para os pacientes de diagndstico tardio ou aqueles que
nio respondem adequadamente a terapéutica anti-retroviral (TARV), a candidiase
orofaringea ainda é muito freqiiente (Eyeson et al., 2002; Telles et al., 2002;
Greenspan et al., 2004). Em paises onde a determinagdo da carga viral ndo € rotina ou €

pouco disponivel, estas observacdes podem indicar aumento da carga viral e queda do

niimero de células CD4" (Margiotta et al., 1999).

Desde que os inibidores de proteases (IPs) do HIV tornaram-se disponiveis em
1996, tem sido verificado mudanca da historia natural da aids, com reducao da mortalidade,
do niimero de hospitalizacdes e da freqii€ncia de infeccdes oportunistas. Assim, nos dltimos
anos, a TARV com inibidores de protease e inibidores da transcriptase reversa, andlogos e
nao andlogos de nucleosideos, tornou-se terapéutica padrdo em pacientes com aids

(Hoog et al., 1998; Moore et al., 1999).
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Desde a introducdo dos IPs do HIV, as infec¢des fingicas, incluindo a
candidiase orofaringea, também se tornaram menos freqiientes nos pacientes HIV positivos.
Essa alteragdo parece estar correlacionada com a elevagio das células CD4" e a melhora do
sistema imune. Outra razdo pode ser um efeito direto do IP sobre a aspartil proteinases

secretadas (SAPs) da C. albicans (Korting et al., 1999).

1.3- Ferramentas moleculares para caracterizacao de Candida spp.

Para entender a dindmica dos organismos infecciosos em populacdes humanas,
interpretar o relacionamento complexo entre comensalismo e infec¢do, identificar a origem
de uma infec¢do ou monitorar a emergéncia de linhagens resistentes a drogas, métodos
moleculares baseados em sistemas “fingerprinting” genotipicos (marcadores moleculares)
devem ser disponibilizados para acessar o relacionamento genético destes organismos de

importincia epidemioldgica (Olive et al., 1999; Soll, 2000).

Dentre os métodos de tipagem genotipicos utilizados nas pesquisas para
adquirir um melhor entendimento sobre a patogénese, epidemiologia, genética e evolugdo
das infeccdes causadas por C. albicans, destaca-se: Multilocus Enzyme Electrophoresis
(MLEE), Cariotipagem Eletroforética (CE), Randomly Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), Restriction Lenght Fragment Polymorphism without hybridization (RFLP sem
hibridizacdo) ou Restriction Enzyme Analysis (REA) e Restriction Lenght Fragment
Polymorphism with hybridization (RFLP com hibridizagao) (Boriollo et al, 2005).

A tipalidade, reprodutibilidade e poder discriminatério tém sido desenvolvidos
e sugeridos durante a avaliagdo da efici€éncia de varios métodos de tipagem genotipicos. O
poder discriminatério de um método corresponde a sua habilidade de diferenciar
claramente linhagens ndo relacionadas, tais como aquelas que sdo geograficamente distintas
a partir de uma fonte de organismos, e demonstrar a0 mesmo tempo o relacionamento de
todos os organismos isolados a partir de individuos infectados diretamente de uma mesma

fonte (Olive et al., 1999).

Introducio

49



Com a invencdo da eletroforese em gel de campo pulsado “pulsed-field gel
electrophoresis” (PFGE) (Schwartz e Cantor, 1984), e seus respectivos sistemas
“orthogonal-fieldalter native gel electrophoresis” (OFAGE), “fildinversion gel
electrophoresis” (FIGE), “contourclamped homogeneous electricfield” (CHEF) ou
“transverse alternate field electrophoresis” (TAGE), fragmentos cromossdomicos do genoma

de leveduras foram facilmente separados em gel, consolidando assim a CE (Soll, 2000).

As primeiras aplicacbes de PFGE demonstraram variagdes nos padroes
cariotipicos entre isolados de C. albicans ndo relacionados (Snell et al., 1986;
Lott et al., 1987; Magee et al., 1987, Kwon Chung et al., 1988; Merz et al., 1988;
Suzuki et al., 1988; Lasker et al., 1989; Asakura et al., 1991; Thrask-Bingham et al., 1992)

e, por essa razdo, proporcionou um potencial método de tipagem genotipico (Soll, 2000).

Devido ao excelente poder discriminatério e  reprodutibilidade
(Vazquez et al., 1991; Magee et al., 1992; Bostock et al., 1993; Gottfredsson et al., 1998;
Reiss et al., 1998), a CE tem sido empregada extensivamente como marcador molecular de
C. albicans (Snell et al., 1986; Lott et al., 1987; Magee et al., 1987; Suzuki et al., 1988;
Lasker et al., 1989; Asakura et al., 1991; Vazquez et al., 1991; Magee et al., 1992; Millon
et al., 1994; Pfaller et al., 1994; Barchiesi et al., 1995; Branchini et al., 1995; Lupetti et al.,
1995; Berenguer et al., 1996; Espinel-Ingroff et al., 1996). Este método mostrou poder
discriminatdrio superior em comparagdo com RFLP sem hibridizacdo, durante ensaios

isolados independentes (Vasquez et al .,1991; Rosa et al., 1999).

Contudo, sua eficiéncia em agrupar linhagens moderadamente relacionadas nio
foi avaliada cuidadosamente. Outras indicacdes sugerem que a CE ndo pode cumprir os
requerimentos necessarios para andlises de DNA “fingerprinting” em C. albicans, uma vez
que estas leveduras podem apresentar reorganizacdes cromossdmicas com altas ou baixas
freqii€éncias que, conseqiientemente, induzem alteracdes cariotipicas elevadas ou reduzidas,

respectivamente (Ramsey et al., 1994).

Em adicao aos estudos sobre alteracOes cariotipicas com freqiiéncias elevadas
ou reduzidas em C. albicans, foi demonstrado que os padrdes cariotipicos em linhagens

variantes (switching) podem divergir e em outra ocasido convergir (Ramsey et al., 1994;
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Rustchenko-Bulgac, 1991; Rustchenko-Bulgac, 1990). As alteracdes cariotipicas de alta
freqiiéncia em C. albicans podem interferir com a capacidade de discriminar linhagens
moderadamente relacionadas e ndo relacionadas, porém a CE pode ser empregada
eficazmente para avaliar microevolucdo dentro de uma linhagem infectante

(Lockhart et al., 1995).

Outros fatores que tém limitado o emprego de PFGE sédo o elevado custo e o
tempo relativamente longo para a realizacdo dos ensaios que, conseqiientemente, reduz a
capacidade laboratorial em analisar grandes nimeros de amostras (Reiss et al., 1998;
Olive, 1999). Ademais, uma versdo modificada da CE tem fornecido uma melhor
efetividade ao método, a fim de cumprir os requerimentos necessdrios. O poder de
resolucdo da cariotipagem tem aumentado pela digestio do DNA cromossOmico de
linhagens de Candida spp.. Com enzimas de restricdo, tais como Sfil, Notl e BssHII,
previamente aos ensaios de eletroforese em gel de campo-pulsado (Branchini et al., 1994;
King et al., 1995; Lischewski et al., 1995; Cormican et al., 1996; Defontain et al, 1996;
Diekema et al., 1997; Pontieri et al., 1996; Reiss et al., 1998).

1.4- Sensibilidade de Candida spp. a terapia antifiingica

A variedade de apresentagdes da candidiase e a variabilidade de comportamento
das diferentes espécies de Candida evidenciou a necessidade de utilizagdo de diferentes

diagndsticos e esquemas terapéuticos (Crocco et al., 2004).

O tratamento e o controle da recorréncia dos episédios de candidiase em lesdes,
pouco extensas, podem ser exclusivamente topico, empregando a nistatina suspensdo oral
ou outras op¢des como o clotrimazol comprimidos para dissolver na boca e o miconazol
gel. Nao havendo resposta adequada ou, na presenca de lesdes extensas, estd indicado o
tratamento sist€émico, que pode ser realizado com fluconazol. Esta tem sido a droga mais
utilizada em raz@o de sua boa absor¢ao, baixa toxicidade e disponibilidade para uso oral e
endovenoso. Ja o cetoconazol e o itraconazol, por via oral, ttm sido menos utilizado, o

BN

primeiro devido a sua toxicidade hepdtica e pela contra-indicacdo em associagdes com
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diversos medicamentos, inclusive com anti-retrovirais € o itraconazol, apesar da baixa
toxicidade apresenta diversas interacdes medicamentosas desfavordveis. A anfotericina B,
para uso endovenoso, estd estritamente reservada aos casos graves, por causa das freqiientes
reacOes adversas (Schechter et al., 2004). Novas drogas antifingicas como a caspofungina
estdo sendo empregadas em protocolos recentes (Bachmann et al., 2002; Pfaller et al.,

2003), entretanto ainda ndo sdo utilizadas na pratica clinica devido ao elevado custo.

O tratamento da candidiase oral em geral € instituido empiricamente, porém ¢
importante lembrar que essa infeccdo pode apresentar-se com sintomas e aparéncia
macroscopica bastante varidvel (Schechter et al., 2004). Esse polimorfismo exigiria do
clinico a necessidade de adequagdo da terapéutica, contudo o tratamento medicamentoso
utilizado na candidiase orofaringea, em pacientes infectados pelo HIV, € instituido
empiricamente e muitas vezes por tempo prolongado. Este fato contribui para o
aparecimento de espécies de leveduras resistentes (Powderly et al., 1993). Este fato, aliado
a pouca disponibilidade de novos produtos desenvolvidos pela indudstria farmacéutica tem
motivado vdrios estudos sobre a susceptibilidade in vitro dos fungos agentes de infecgdes
humanas, principalmente em imunocomprometidos (Rex et al., 1995b; Bachmann

et al., 2002).

Muitas das espécies ndo-albicans mais comumente isoladas sao menos
susceptiveis aos derivados azdlicos, dificultando o tratamento dessas infec¢oes. Embora a
susceptibilidade das leveduras do género Candida aos antifingicos disponiveis seja
varidvel e previsivel, nem sempre uma determinada amostra isolada segue o padrao geral.
Essa € uma das razdes da crescente importancia dos testes de susceptibilidade. O esforco
para a padronizacdo desses testes culminou na elaboragdo da metodologia M27-A do
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (Rex et al., 2000;
NCCLS, 1995), atualmente denominado Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) e substituido pela metodologia M27-A2 (CLSI, 2005).

Os testes in vitro para sensibilidade da Candida aos antifingicos foram
padronizados e apresentam boa correlagdo entre os resultados in vitro e a resposta clinica

dos pacientes com candidiase (Colombo et al., 1995)
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Estudos recentes descreveram uma mudanca na flora de Candida da boca de
pacientes HIV positivo (Nguyen et al., 1996; Nho et al., 1997). Esta mudanca foi associada
ao uso de agentes antifungicos, principalmente com o uso de fluconazol, antifiingico de
escolha preliminar na terapia de infeccdes flingicas em pacientes HIV positivo
(Ghannoum e Rice 1999). Entretanto, um nimero crescente dos pacientes com resisténcia

clinica a este antifungico azoélico foi observado (Le Guennec et al., 1995).

C. albicans € usualmente sensivel a todas as drogas de uso sist€mico, porém
casos de resisténcia adquirida a azdlicos tém sido descritos, principalmente em individuos
que foram expostos por tempo prolongado a estes antifiingicos. A resisténcia a anfotericina

B é rara (Sanglard, 2002).

Amostras clinicas de C. tropicalis e C. parapsilosis sdo sensiveis a anfotericina
B e aos triazdlicos (Colombo et al., 1995; Sanglard et al., 2002; Goldani et al., 2003).
C. krusei apresenta resisténcia natural ao fluconazol, o que talvez explique seu aumento em
pacientes neutropénicos expostos a este antifingico (Wingard et al., 1995). C. glabrata
pode adquirir resisténcia ao longo da exposicdo ao fluconazol. Conseqiientemente, um
aumento nos indices de colonizagdo ou de infec¢do por C. glabrata tem sido observado em
diferentes grupos de pacientes submetidos a exposi¢do prolongada a este antiflingico
(Pfaller, 1996). Menor susceptibilidade perante a anfotericina B também vem sendo
documentada em relagdo a esta espécie (Voss et al., 1996). As amostras clinicas de
C. lusitaniae apresentam, com freqii€ncia, resisténcia natural a anfotericina B ou a
desenvolve rapidamente, mas sdo sensiveis aos triaozélicos (Merz, 1984). Existem relatos
de resisténcia in vitro de amostras clinicas de C. guilliermondii perante a anfotericina B,
assim como de ma resposta clinica de pacientes tratados com este poliénico (Hazen, 1995).
C. dubliniensis parece ser menos patogénica que a C. albicans, porém tem maior facilidade

de desenvolver resisténcia aos azélicos (Kromery e Barnes, 2002).

Sao poucos os trabalhos que avaliaram a colonizagdo da cavidade oral de
pacientes HIV positivo em uso de TARYV, por Candida spp., especialmente no Brasil. Nao
existe relato descrito na literatura brasileira e mundial que compare dados epidemiolégicos
e clinicos de pacientes HIV positivos em uso de TARYV, que apresentam presenca e

auséncia de colonizagao oral por Candida spp..
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Sendo assim, o presente estudo transversal teve como principal objetivo avaliar
a incidéncia de colonizacdo por Candida em pacientes com infec¢do pelo HIV em uso de
TARYV, comparando os resultados dos grupos de pacientes colonizados e ndo colonizados,
assim como estudar os aspectos microbioldgicos das leveduras do género Candida isolados

da cavidade oral destes pacientes.
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Objetivo geral

e Estudar a colonizagdo por leveduras do género Candida em cavidade oral de

pacientes com infeccdo pelo HIV em uso de TARV.

Objetivos especificos

e Estudo epidemioldgico e clinico dos pacientes.

e Estudo microbioldgico das leveduras do género Candida.

Objetivos
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3.1- Populacio do estudo

O Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)
¢ uma unidade vinculada a Administracdo do Conselho Superior da Universidade ligada a
Reitoria e a Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (FCM), para fins de ensino,
pesquisa e prestacdo de acdes e servicos de saide de alta complexidade, destinados a

comunidade.

Atualmente, o HC/Unicamp conta com uma capacidade fisica para 403 leitos e
drea construida de 65.000m”. Sdo mais de 4 mil metros em corredores distribuidos em 7

blocos interligados, por onde circulam mais de 10 mil pessoas diariamente.

Compreende um universo de ambulatérios clinicos e laboratérios de
diagnostico/pesquisa, dentre os quais estd o Laboratério de Epidemiologia Molecular e

Fungos, onde foi realizado o estudo microbioldgico do presente trabalho'.

Foram estudados pacientes com infeccdo pelo HIV em uso de TARYV,
acompanhados no Ambulatério Geral de Infectologia no HC/Unicamp e no Ambulatério do
Grupo de Pesquisa Clinica da Unidade de Pesquisa Clinica (UPC) da Disciplina de
Infectologia da FCM/Unicamp, no periodo de agosto de 2003 a abril de 2004.

Os pacientes receberam TARYV, segundo as “Recomendacdes para terapia
anti-retroviral em adultos e adolescentes infectados pelo HIV” do Ministério da Saude,

2004.

3.2- Metodologia do estudo

Foi realizado estudo transversal de informacdes dos pacientes e seus
prontudrios, para estudo epidemiolégico e clinico e de coleta de material clinico para estudo

microbioldgico.

: http://www.hcunicmp.br
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3.2.1- Estudo epidemioldgico e clinico

O estudo epidemiolégico e clinico foi projetado de acordo com as Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Brasil, 1996) e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM/Unicamp, no qual os pacientes foram

submetidos a exame clinico e coleta de material da cavidade oral.

Os pacientes voluntdrios do estudo, assinaram um Termo de Consentimento
Informado (Apéndice 1) e foi preenchida uma Ficha Clinica (Apéndice 2), que

compreendia dados demogréficos, epidemioldgicos e clinicos.

O estudo comparou dois grupos de pacientes de acordo com o a presenca ou

auséncia de i1solamento de Candida spp. em cavidade oral.

Foi realizada revisdo dos prontudrios do HC/Unicamp dos pacientes incluidos
no estudo, para avaliar as seguintes varidveis: género, idade, raga, ano de diagndstico da
infec¢do pelo HIV, tipo de exposi¢do ao HIV, carga viral, contagem de linfécito TCD4",
infeccdes oportunistas, classificacdo clinica da infec¢do pelo HIV, terapia anti-retroviral e

terapia antifingica.
Género
Masculino e feminino.
Idade

Foi considerada a idade da ocasido do exame clinico e da coleta de material da
cavidade oral. Foram estudados pacientes maiores de 15 anos. Os intervalos das idades dos

pacientes estudados foram de 15 a 30, 31 a 40,41 a 50 e 51 a 80 anos.
Raca

As racgas estudadas foram branca, negra e parda, segundo o prontudrio de
pacientes do HC/Unicamp, conforme a classificacdo demogréfica do Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica (IBGE)z.

2 http://www.ibge.gov.br
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Ano de diagnéstico da infecao pelo HIV

Foi considerado o ano do diagndstico da infec¢do pelo HIV constante no

prontudrio, que foi de 1983 a 2003.
Tipo de exposicao ao HIV

As formas de transmissao do HIV foram definidas em: sexual, sexual e usuarios
de drogas injetdveis (UDI), receptores de sangue ou hemoderivados e vertical (da mae para

o filho, durante gestacdo, parto ou aleitamento).
Carga viral e contagem de linfécito TCD4"

Foi considerada a quantifica¢io viral do HIV e a contagem de linf6cito TCD4*
do momento do exame clinico e da coleta de material ou até no maximo quatro meses antes

desta avaliacdo.

A quantificagdo da carga viral plasmdtica foi estudada da seguinte forma:
detectdvel (= 50 cépias/mL) e indetectdavel (< 50 copias/mL), pelo teste VERSANT HIV-1
RNA 3.0, através da técnica de bDNA, utilizando o sistema automatizado 340 BAYER®

(equipamento e software), do Laboratério de Pesquisa em Aids do HC/Unicamp.

Para andlise de linfocito TCD4", foram considerados os seguintes intervalos de

e < 200/mm3, pelo teste de

contagem de células: > 350/mm3, entre 200 e 350/mm
citometria de fluxo do sistema Becton, Dickison and Company (BD Biosciences®), através
do sistema de marcadores celulares para trés fluorocromos, utilizando o modelo BD FACS

CALIBUR e software MultiSET, do Laboratério de Pesquisa em Aids do HC/Unicamp.
Infeccoes oportunistas (10)

Foram coletados dados referentes as IO que ocorreram até o momento da coleta

de dados. As IO foram classificadas em:

Fiingicas (pneumocistose, candidiase oral, candidiase esofdgica e candidiase
vaginal, criptococose, histoplasmose, paracoccidioidomicose, aspergilose, onicomicose,
dermatofitose e pitiriase versicolor); Virais (citomegalovirose, herpes zoster, herpes

simples e leucoencefalopatia multifocal progressiva); Bacterianas (tuberculose,
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micobacteriose atipica, salmonelose, pneumonia e sinusite); Parasitdrias (toxoplasmose,
criptosporidiose, isosporiase € doengca de Chagas) e Neoplasias (sarcoma de Kapose,

linfomas ndo Hodgkin e neoplasias intraepiteliais anal e cervical).
Classificacao clinica da infeccao pelo HIV no momento da coleta

Este dado foi avaliado segundo a categoria clinica do paciente classificada em
A, B e C e a contagem de linfocito TCD4", considerando intervalos de contagem de células
> 500/mm’ , entre 200 e 499/mm°’ e < 200/mm’> , segundo o “Centers for Disease Control

and Prevention” (CDC) (1993) (Tabela 1).

O diagnostico de aids foi realizado conforme defini¢do dos critérios de casos de
aids em individuos com 13 anos de idade ou mais, descritos na publicacdo do Ministério da

Sadde (Brasil, 2004).

Tabela 1- Classificagado clinica do CDC para a infeccdo pelo HIV.

Categoria Clinica

A B C
Contagem CD4* Assintomatico Sintomatico Condicoes
PIA/HIV',LPG? nio A nio B indicadoras aids
> 500/mm’ Al Bl Cl
200 a 499/mm’ A2 B2 C2
< 500/mm’ A3 B3 C3

1 Primoinfec¢do aguda/HIV

2 Linfoadenopatia progressiva generalizada

Na evolugdo da infec¢@o, uma vez que um individuo tenha tido uma condi¢do
clinica na categoria B, ndo podera ser classificado de novo na categoria A, quando aquela
condi¢cdo clinica se resolva; o mesmo é verdadeiro para a categoria C, em relacdo a

categoria B.
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Terapia anti-retroviral

Para fins da andlise dos anti-retrovirais, foi analisado o esquema terapéutico
utilizado pelo paciente no momento do exame clinico e da coleta de material. A TARV foi

classificada pelo grupo da droga, a saber:
Inibidores da transcriptase reversa andlogos de nucleosideo — NRTI

(Abacavir — ABC, Didonasina — ddI, Estavudina — d4T, Lamivudina — 3TC,
Tenofovir — TDF, Zalcitabina — ddC, Zidovudina — AZT)

Inibidores da transcriptase reversa nao andlogos de nucleosideo — NNRTI
(Delavirdina — DLV, Efavirenz — EFV, Nevirapina — NVP)
Inibidores da protease — 1P

(Amprenavir — APV, Atazanavir — ATV, Indinavir — IDV, Lopinavir/r — LPV/r,
Nelfinavir — NFV, Ritonavir — RTV, Saquinavir — SQV)

Inibidores da fusdo
(Enfuvirtide — T20)
Terapia antifingica

Foram avaliados o uso prévio e atual dos antifiingicos, a saber: anfotericina B,

nistatina , fluconazol, cetoconazol, itraconazol e miconazol.

3.2.1.1- Analise estatistica

A andlise estatistica do estudo epidemiolégico e clinico do presente estudo foi
realizada pela Comissdo de Pesquisa Estatistica da FCM/Unicamp, através do programa
computacional The SAS System for Windows (Statistical Analysis System) versdo 8.02,

2001 e spss evalution versao 16.0.

As metodologias utilizadas (Conover, 1971; Fleiss, 1981; Fonseca et al., 1994),

seguem abaixo:

Para comparar as varidveis continuas entre o grupo colonizado e ndo colonizado

por Candida spp. na cavidade oral foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Para comparar as varidveis categdricas entre o grupo colonizado e nao

colonizado por Candida spp. na cavidade oral foi utilizado os testes exato de Fisher e

Qui-Quadrado.

O nivel de significancia utilizado foi de 5% (p-valor < 0,05).

3.2.2- Estudo microbiolégico
3.2.2.1- Coleta das amostras

Foi coletada uma amostra por paciente, no momento Unico, com swab
umedecido em 4dgua destilada esterilizada e friccionado sobre toda a superficie da cavidade
oral. Posteriormente a amostra foi transportada ao Laboratério de Epidemiologia Molecular
e Fungos da Disciplina de Infectologia do Departamento de Clinica Médica da

FCM/Unicamp, para cultivo e isolamento imediato das leveduras do género Candida.

3.2.2.2- Isolamento das amostras

Os swabs contendo as amostras foram inoculados em Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) com cloranfenicol e as leveduras isoladas através da técnica de esgotamento, apds

incubagdo a 30°C durante 24 a 48 horas.

Cinco colonias foram selecionadas e transferidas individualmente para a
superficie do meio de cultura contendo CHROMagar Candida® (CHROMagar
Microbiology, Paris, Franca), seguido de incubacdo a 30°C durante 96 horas (Odds e
Bernaerts, 1994). Colonias de cores e/ou tonalidades diferentes foram reisoladas,
separadamente, em ASD e incubadas a 30°C, durante 24 a 48 horas, para que se proceda a

identificacao das leveduras.
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3.2.2.3- Identificacao de leveduras do género Candida

A triagem fenotipica de C. albicans e C. dubliniensis foi realizada a partir das
amostras de tonalidade verde no CRHOMagar Candida®, as quais foram submetidas a

prova do tubo germinativo, teste do crescimento a 42°C e a assimilacdo de xilose.

A prova do tubo germinativo foi realizada a partir de um indculo da levedura,
previamente cultivado em ASD a 30°C, durante 24 a 48 horas, em 0,5 mL de soro fetal
bovino. Apds incubagio a 37°C, durante 2 a 3 horas, uma gota da suspensao foi removida
para preparo tipo ldmina-laminula, para observag¢do microscopica. O tubo germinativo
positivo apresentou um filamento fino e cilindrico sem nenhuma zona de constriccao do
blastoconideo da levedura (Cidrim e Moreira, 1999), no qual foi verificado em ambas as

leveduras.

Para o teste de crescimento a 42°C foi semeada uma unidade formadora de
colonia (UFC) em ASD sob a forma de trés estrias descontinuas em trés quadrantes. As
placas foram incubadas a 42°C e a leitura foi realizada ap6s 48 horas de incubagdo. O teste

positivo sugere C. albicans e o negativo para C. dubliniensis (Milan, 2001).

Com a finalidade de verificar a capacidade de assimila¢do de carboidratos, em
especial a xilose, como tUnica fonte de carbono foi preparada uma suspensao da levedura,
previamente cultivada em ASD a 30°C, durante 24 a 48 horas, em 2mL de dgua destilada
estéril com turvacdo equivalente ao tubo 5 da escala de McFarland. Posteriormente, ImL da
suspensao foi transferido para placas de Petri de 90 X 15 mm de diametro, contendo 20mL
do meio basal, resfriado entre 45 a 50°C. Apdés homogeneizagcdo, esperou-se total
solidificacdo. Com o auxilio de espatulas de plastico estéreis, aliquotas de acucares
(xilose e dextrose) padronizadas foram depositadas sobre a superficie do meio. As placas
foram incubadas a 30°C, durante 48 horas, com a face do meio que contém os actuicares
voltada para cima. O teste foi considerado positivo para cada carboidrato, quando
observada uma zona de crescimento macroscopico em torno do local onde foi depositado o
acucar. Sendo assim, a formacdo da zona de crescimento em torno da xilose identificou

C. albicans e a auséncia C. dubliniensis. Todas as leveduras assimilam dextrose, logo, este
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acucar fez parte do teste como um controle positivo, para avaliar a viabilidade da levedura

(Lacaz et al., 1984; Cidrim e Moreia, 1999).

Amostra de C. albicans do “American Type Culture Collection” (ATCC) 76615
e C. dubliniensis do “Centraalbureau voor Schimmelcultures” (CBS) 7987 foram utilizadas
como controle para a prova do tubo germinativo, teste de crescimento a 42°C e assimilagao

de xilose.

A identificacdo das espécies de Candida ndo-albicans foi realizada através da
andlise do perfil bioquimico pelo sistema ID 32 C (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca).
Foi preparada uma suspensao da levedura, previamente cultivada em ASD a 30°C, durante
24 a 48 horas, em 4gua destilada estéril com turvagdo equivalente ao tubo 2 da escala de
McFarland. Posteriormente, foi aspirado 250ul. da suspensdo e inoculado em uma ampola
contendo o meio C, seguido de uma delicada homogeneizacdo. Finalmente, 135ulL do
conteido da ampola foi pipetado em cada cipula da galeria, que foi posicionada em uma
camara umida e incubada a 30°C. A avaliacdo foi realizada diariamente, com leitura final
as 48 horas, sendo a positividade indicada pelas cupulas que apresentaram turvagdo
superior aquela do controle negativo (Fricker-Hidalgo et al., 1996). A identificacdo das
amostras foi obtida pela definicao de cédigo numérico gerado pela presenca ou auséncia de
crescimento em cada cupula, cuja interpretacdo foi realizada com a ajuda da Tabela de

Identificacdo e do Catalogo Analitico, fornecidos pelo fabricante.

3.2.2.4- Sorotipagem de C. albicans

A determinacdo dos sorotipos de C. albicans foi realizada através de
aglutinacdo em placa, pelo sistema Candida Check® (Iatron Laboratories, Tokio, Japdo).
Foram utilizadas amostras controle de cepas padrdo de C. albicans ATCC® 28367, sorotipo

A e C. albicans ATCC® 44373, sorotipo B, como controle.

Para cada levedura, previamente cultivadas em ASD e incubadas a 30°C,
durante 24 a 48 horas, foi realizada uma suspensao em 1mL de solu¢do salina estéril, com

turvagdo equivalente ao tubo 2 da escala de McFarland. Em seguida, 20uL desta suspensao
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foi adicionada em um campo da placa de aglutinacdo para o teste e 20ul. em um outro
campo para o controle negativo. No campo teste foi adicionada uma gota do reagente “fator
6” (antideterminante antigénico A de C. albicans) e no campo controle negativo 20ul. de
solugdo salina. A placa foi movimentada gentilmente de modo circular por até 2 minutos. A
leitura foi realizada sob fonte de luz, utilizando-se campo escuro para contraste. A presenca
de aglutinacdo foi interpretada pela visualizacdo de grumos na suspensdo, indicativa de
C. albicans sorotipo A, enquanto a auséncia de aglutinacdo foi interpretada como
C. albicans sorotipo B (Sant’Ana et al., 2002). A visualizagdo de grumos indicativos de
aglutinacdo no campo controle negativo significou que a amostra da levedura em questao
era auto-aglutinante. Nesse caso, o teste ficaria descaracterizado, nao se podendo definir o

sorotipo da amostra, utilizando-se este método (Brawner, 1991).

3.2.2.5- Seqiienciamento de isolados de Candida spp.

Foram seqiienciadas leveduras do género Candida que apresentaram tonalidade
verde no CRHOMagar Candida®, tubo germinativo positivo, crescimento a 42°C negativo

ou com leve crescimento e assimilacdo de xilose negativa.

As amostras, armazenadas a -70°C em meio “yeast extract peptone dextrose”
(YEPD) com 20% de glicerol, foram cultivadas e isoladas através da técnica de
esgotamento, em ASD a 30°C por 48 horas, para confirmacdo da viabilidade e pureza.

Posteriormente, as colOnias vidveis, puras e isoladas foram cultivadas em ASD a 30°C por

48 horas.

A extracio do DNA gendmico foi realizada, utilizando o protocolo
INSTAGENE MATRIX (Bio Rad, Co, USA), de acordo com instrucdes do fabricante e

descrito a seguir:

Em tubo de 1,5mL foi ressuspendido uma al¢cada de coldnias em 1mL de 4gua
destilada. Ap6s centrifugacdo por 1 minuto a 10.000 rpm, o sobrenadante foi removido. Foi
adicionado ao sedimento 200uL de “Instagene Matrix”, seguido de gentil mistura e

incubagao a 56°C por 15 a 30 minutos. Posteriormente foi realizada homogeneiza¢do no
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vortex por 10 segundos e os tubos foram colocados a 100°C ou fervidos por 8 minutos.
Novamente foi realizada homogeneizacio no vortex por 10 segundos, seguida de
centrifugacdo a 10.000rpm por 2 a 3 minutos. Foram utilizados 20uL do sobrenadante para
uma reacdo de polimerizacdo em cadeia (Polymerase Chain Reaction — PCR) de 50uL. O
restante do sobrenadante foi estocado a -20°C. Ao reutilizd-lo prosseguir com a vortexacao

por 10 segundos e centrifugacdo a 10.000rpm por 2 a 3 minutos em diante.

Para a reacdo de PCR foi utilizado o par de iniciadores, segundo Kurtzman e
Robnett (1997): NL-1 5> GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG e NL-4 5° GGTCCG
TGTTTCAAGACGG. Foi utilizada a PCR Ready-To-Go (Pharmacia Biotech) e a reacdo
foi feita para um volume final de 25uL, sendo: 2,5uLL de cada primer (20pmol), 8uL. do
DNA, 12uL de 4gua destilada e uma pérola beads. As condicdes para amplificacdo foram
36 ciclos de: denaturacao a 94° C durante 1 minutos, seguida de anelamento a 52° C durante
2 minutos e finalizando com extensdo a 72° C durante 2 minutos. O estoque foi feito em

geladeira.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese gel de agarose 1,5%,
100V por 90 minutos. Finalizada a corrida, o gel foi corado com solu¢do de brometo de
etidio (0.5ug/mL) durante 30 minutos e fotografado em filme Polaroid 667 3 %4 X 4 Y4 com
luz ultravioleta. Foi utilizado como controle o marcador de peso molecular de 100 pb

(Invitrogen).

O material de PCR foi purificado, utilizando-se as colunas GFX PCR DNA
Purification Kit (Amersham Biosciences) conforme instru¢des do fabricante que foram
descritas a seguir: Foi utilizada uma coluna GFX para cada amostra de PCR a ser
purificada. Foram adicionados 500uL do tampdo “Capture Buffer” na coluna GFX. O
produto de PCR foi transferido para a coluna GFX. Os produtos foram homogeneizados
com a pipeta, seguido de centrifugacdo entre 10.000 a 12.000rpm por 45 segundos. O
sobrenadante foi descartado e a coluna GFX foi colocada dentro de um tubo préprio para a
coluna GFX, que faz parte do Kit. Foram adicionados 500uL do tampdo “Wash Buffer”
dentro da coluna, seguido de centrifugacdo em 10.000 a 12.000rpm por 45 segundos. O
sobrenadante foi descartado e a centrifugacdo repetida. Em seguida o tubo foi descartado e

a coluna GFX transferida para um tubo do tipo “eppendorff” 1,5mL. Foi aplicado S0uL do
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tampao “Elution buffer” (10mM Tris-HC1 pH 8.0, TE pH 8.0 ou &4gua destilada)

diretamente sobre a matriz “glass fiber” da coluna GFX.

Para uma melhor otimizagdo dos produtos utilizados na reacdo de
seqlienciamento, as amostras de PCR tiveram o seu DNA quantificado com “Low Mass
Loader” (Invitrogen). O procedimento consistiu em se aplicar em gel de agarose 1,5%, 2ul
da amostra com 2ul do produto “Low Mass Loader”, juntamente com 2ul de bromofenol a

100V por 40 min.

Para a reagdo de seqiienciamento foi utilizado: 10ng de DNA, 1uL do primer
NL-1 (1.6pmol), 1uL do Big Dye (versiao 3.0), 1v Tampao Save 2,5X 4gua destilada
(ajustando para um volume final de 10uL). As condicdes do seqiienciamento foram:
denaturagdo inicial de 96° C por 1 min; 30 ciclos de denaturagdo 96° C por 15 segundos,
anelamento de 50° C por 15 segundos e extensdo de 60° C por 15 segundos; e rampa

1° C/segundo.

O material da reacdo de seqilienciamento foi purificado com etanol 100% e
compreendeu as seguintes etapas: Foram adicionados 32uL. de etanol 100% com 8uL de
dgua em cada tubo da reacdo. Foi homogeneizado no vértex por 10 segundos e em seguida,
mantido por 20 minutos na temperatura ambiente. Posteriormente foi dado um “spin”. O
material dos tubos foi colocado em placa “septa” e centrifugado em centrifuga de placa por
50 minutos 5000g. A placa “septa” foi invertida em papel toalha e quando necessario foi
dado um “spin” invertido de 7 segundos a 200rpm. Foram colocados 100uL de etanol 70%,
seguido de centrifugacdo por 20 minutos a 5000g. Foi dado “spin” invertido de 7 segundos
a 200rpm e a placa septa foi secada na maquina de PCR a 65° C por 10 min.
Posteriormente, foram colocados 10uL de formamida HI-DI em cada rea¢do e dado um
“spin”. Precedeu-se com a denaturacdo na mdiquina de PCR por 5 minutos a 94° C e em
seguida foi colocado no gelo por 1 minuto. Finalmente a placa “septa” foi colocada no

aparelho de seqiienciador.

O seqiienciamento foi realizado no aparelho ABI PRISM 3100° GENETIC
ANALYZER, conforme instrucdes do fabricante (Applied Biossystems, USA).
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Apés o seqiienciamento, a andlise das seqiiéncias foi realizada com base nas
informacdes do National Center for Biotechnology Information (NCBI)®, para onde foram
enviadas as seqiiéncias de bases de nucleotideos do fragmento, obtidas no processo de
seqlienciamento de cada amostra. Foi utilizado o servi¢o “blast” (“Basic Local Alignment
Search Tool”). Esta ferramenta se caracteriza por programas de procura de similaridade que
sdo designados para identificar e classificar homo6logos em potencial para uma determinada
sequéncia de seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos (Altschul et al.,, 1997;

Benson et al., 2002; Pertsemilidis e Fondon, 2002).

3.2.2.6- Tipagem molecular de Candida spp.

O estudo do perfil gendmico de leveduras do género Candida foi realizado por

PFGE, usando o sistema CHEF, segundo o método preconizado por Branchini et al., 1995.

As amostras, armazenadas a -70°C em meio YEPD com 20% de glicerol, foram
cultivadas e isoladas através da técnica de esgotamento, em ASD a 30°C por 48 horas, para

confirmacao da viabilidade e pureza.

Posteriormente, as coldnias vidveis, puras e isoladas foram cultivadas em ASD
a 30°C, por 48 horas. Cinco a dez coldnias foram inoculadas em 10mL do meio YEPD e

mantidas sob agitacao a 30°C “overnight”.

ApOs a preparacao do indculo, as leveduras foram submetidas a uma lavagem
rigorosa. As células foram centrifugadas a 4°C, por 10 a 15 minutos, a 3.000rpm. O
sobrenadante foi desprezado e posterior homogeneizacdao das células foi realizada no
vortex. Foram transferidos 150uL da mistura para um tubo de “eppendorf”, o qual foi
submetido a uma rdpida centrifugacdo por 2 minutos. Com o auxilio de uma pipeta semi-
automdtica, o sobrenadante foi aspirado. Junto as células, foi adicionado 150uL de SOmM
EDTA, pH 8,0, seguido de homogeneiza¢do no voértex. Novamente, o tubo de “eppendorf”
foi submetido a uma rapida centrifugacdo por 2 minutos e o sobrenadante foi aspirado, com

o auxilio de uma pipeta semi-automadtica.

3 http://www..ncbi.nlm.nih.gov
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Para a obtenc¢do do material gendomico das leveduras, foi adicionado as células
80uL de lyticase, seguida de gentil homogeneizacdo no vortex e posterior incubacdo da
mistura a 37°C por 20 minutos. Agarose Low Melt 1% foi fundida e resfriada a 58°C e
560uL desta foi acrescentada a mistura. Foi realizada homogeneizacdo, cuidadosamente, e
posterior transferéncia para moldes Bio-Rad®, que foram mantidos sob refrigeracdo a 4°C,
durante 20 minutos. Apds a solidificagdo dos blocos contendo DNA, os mesmos foram
removidos dos moldes e transferidos para placas de cultura de células contendo 1,5mL de

Tampao NET-PROK e incubados a 50°C “overnight”.

Posteriormente, foram realizadas quatro lavagens consecutivas com 3mL de
50mM EDTA, pH 8,0, cada uma com duragdo de 15 a 60 minutos, a temperatura ambiente,
exceto a ultima que foi “overnight”. Em seguida, foram realizadas mais duas lavagens
consecutivas com 3mL de 50mM EDTA, pH 8,0, cada uma com duragdo de 15 a 60
minutos, a temperatura ambiente e os blocos foram armazenados em tubos de polietileno,

contendo 3mL de S0Mm EDTA, pH 8,0, durante 6 meses.

A CE foi realizada pelo sistema CHEF DR-III em 2.200mL de tampdo TBE
0.5X, com intervalos de incidéncia da corrente elétrica no gel de agarose a 0,8% de 120 a
120 segundos por 18 horas no bloco 1 e de 240 a 240 por 22 horas no bloco 2, em um
angulo de 120° e voltagem de 4,5volts/cm a uma temperatura de 14°C. Finalizada a corrida,
o gel foi corado com solucdo de brometo de etidio, durante 30 minutos e fotogratado em

filme Polaroid 667 3 Y4 X 4 Y4 com luz ultravioleta.

A determinacdo dos perfis gendmicos das bandas de DNA gendmico das
leveduras do género Candida foi realizada pela comparagdo visual com o padrdo de peso

molecular da Saccharomyces cerevisiae (BioLabs®).

A similaridade entre os perfis gendmicos foi demonstrada pelo coeficiente de
DICE (intervalo de confianca de 95%), através dos programas Bio-1D e BioGene V
(Vilber Loumat, Marnes Ia Valle, Franca).
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3.2.2.7- Determinagao da suscetibilidade de Candida spp. aos antiftingicos.

A determinacdo da sensibilidade das Candida spp. a terapia antifingica foi
baseada no método de referéncia para teste de microdiluicdo em caldo, de acordo com a

norma aprovada na 2° edi¢io do CLSI, M27-A2 (2005)*.

Foram utilizadas cepas de controle de qualidade para a microdiluicdo em caldo
C. parapsilosis ATCC® 22019 e C. krusei ATCC® 6258, e os testes foram realizados em
duplicata.

Foi utilizado o meio RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sédio,
suplementado com  glicose (2%) tamponado com 0,165M de 4cido
morfilenopropanosulfonico (MOPS). O pH da solugdo foi ajustado para 7,0 com 1mol/L
NAOH, a esterilizacdo foi realizada por filtragem a vacuo e o armazenamento a 4°C, até o

uso (Anexo 5).

Os antifingicos avaliados foram anfotericna B (Sigma, Germany: A4888-1QG),
nistatina (Wako, Japao: 141-05381), S-fluocitosina (Pfizer Pharmaceutica, 51k4021),
fluconazol (Gerbras; Sdo Paulo, SP, Brasil), cetoconazol (Galena; Campinas, SP, Brasil) e

itraconazol (Jansen Pharmaceutica, Titutsville, NJ, EUA).

Para preparo da solucdo estoque dos antiftingicos, foram dissolvidos 12,8mg de

cada droga em 1,0mL de dimetil sulf6xido (DMSO).

Para preparo da placa de microdiluicdo foi realizada uma diluicdo seriada, na
razdo de 1:2 da solugcdo estoque do antifingico, com o objetivo de se obter dez
concentracdes que variaram de 1280ug/mL a 0,3ug/mL. Para anfotericina B, nistatina e
cetoconazol essas concentragdes variaram de 160 a 0,3pg/mL, para 5-fluocitosina e
fluconazol de 640 a 1,25ug/mL e para itraconazol de 80 a 0,15ug/mL. Depois que os
antifingicos foram transferidos para a placa de microdiluicdo, verificou-se uma dilui¢do de
1:10, resultando em concentragdes que variaram de 16 a 0,03pg/mL para anfotericina B,
nistatina e cetoconazol, de 64 a 0,125ug/mL para 5-fluocitosina e fluconazol e de

8 a 0,015ug/mL para itraconazol.

4 http://www..anvisa.gov.br/servicosaude/manuais/clsi.asp. 22/3/2006
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As amostras, armazenadas a -70°C em meio YEPD com 20% de glicerol, foram
cultivadas e isoladas através da técnica de esgotamento, em ASD a 30°C por 48 horas, para

confirmacao da viabilidade e pureza.

Posteriormente, as colOnias vidveis, puras e isoladas foram cultivadas em ASD
a 30°C, por 48 horas. Cinco colonias com diametro de = 1mm foram suspensas em 5mL de
solucdo salina 0,85% estéril. A suspensdo foi agitada em vortex e diluida 1:50 em solucao
salina 85% estéril. A contagem de células foi realizada em Camara de Neubauer. A partir
do ndmero de células contadas foi realizada uma nova dilui¢do, para que fosse obtida a
concentragdo final de 1 x 10* UFC/mL. A concentracdo final foi obtida pela aplicagdo da
férmula: N X 10* X 1/N = 1X 10* UFC/mL. Depois que o indculo foi transferido para a
placa de microdilui¢cdo verificou-se, uma diluicao de 1:10, resultando em um indéculo final

de 10° UFC/mL.

O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado em placas de microdilui¢ao
estéreis, descartdveis, com multiplos pocos (96 em formato reto). As concentracdes dos
antifiingicos foram dispensadas nos pogos das fileiras 1 a 10, em volumes de 20ulL, com
uma pipeta multicanal. A fileira 1 apresentou a maior concentragdo da droga e a fileira 10 a
menor concentracdo da droga. Em seguida, 160uL de RPMI foi adicionado em todos os
pocos da fileira 1 a 12. E finalmente, 20puL do in6culo foi dispensado em todos os pocos
com excecdo da fileira 12 utilizada como controle negativo. O poco da fileira 11 foi

utilizado como controle positivo, isento apenas de drogas.

As placas de microdilui¢ao foram incubadas a 35°C e a leitura da presencga ou
auséncia de crescimento nos pocos foi realizada em 24 e 48 horas com o auxilio de um
espelho de leitura. O valor da CIM de anfotericina B e nistatina foi a menor concentragao
de antifingico livre de crescimento da levedura. O valor de CIM de 5-FC e de azdlicos foi a
menor concentracdo do antifingico que conseguiu inibir 50% do crescimento da levedura

obtido no controle positivo.

Os isolados, cuja leitura precoce foi importante, foram os que apresentaram
aumento dramatico de CIM, das 24 horas para as 48 horas, devido ao crescimento residual
(denominado trailling) e significativo (inibicdo parcial do crescimento, ao longo de um

amplo intervalo de concentracdes do antiftingico).
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Os critérios para defini¢do da sensibilidade ao fluconazol, itraconazol e 5-FC
foram aqueles sugeridos pelo CLSI (2005). Para cetoconazol, anfotericina B e nistatina foi
utilizado os critérios estabelecidos segundo a literatura (Milan, 2001; Wingeter et al., 2007;

Rex et al., 1995a; Rex et al., 1995b), conforme demonstrado na tabela 2.

Tabela 2- Interpretacdo dos valores de concentragdo inibitéria minima dos antifiingicos

testados.
Suscetivel Intermediario (I) ou Sensibilidade Resistente
Antiflngicos oS Dose-Dependente (S-DD) (R)
Fluconazol <8 16a32 > 64
Itraconazol <0,125 0,25a0,5 >1
Cetoconazol <0,125 0,25a0,5 >1
5-Fluocitosina <4 8al6 >32
Anfotericina B <1 - 22
Nistatina <4 8a32 > 64
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4.1- Populacio de estudo

Foram estudados 324 pacientes com infec¢do pelo HIV em uso de TARYV,
acompanhados no Ambulatorio Geral de Infectologia e no UPC da Disciplina de Moléstias
Infecciosas da FCM/Unicamp. O grupo que apresentou presenga de crescimento de
levedura no material clinico coletado da superficie da cavidade oral foi denominado grupo
colonizado e o grupo que apresentou auséncia de crescimento de levedura no material

clinico coletado da superficie da cavidade oral foi denominado ndo colonizado.

Colonizacio oral por Candida spp. em 324 pacientes
com infecc¢iio pelo HIV, em uso de TARV
200
184 (56,8%)
150 -
3
|
s 100 + GENAD
(=9
3
" 50
0
Colonizado Nao Colonizado
Crescimento de levedura na cavidade oral

Figura 1- Caracterizagdo da colonizacdo por Candida spp. na cavidade oral de 324

pacientes com infec¢do pelo HIV, em uso de TARV.

4.2- Estudo epidemiolégico e clinico

A comparagdo dos dados epidemioldgicos e clinicos (género, idade, raga, ano
de diagnoéstico da infecgao pelo HIV, tipo de exposicdo ao HIV, carga viral, contagem de
linfocito TCD4", infecgdes oportunistas, classificagdo clinica da infecgdo pelo HIV, terapia
anti-retroviral e terapia antifingica) entre os grupos colonizados e ndo colonizados,

demonstrou os resultados abaixo (Tabelas 3 a 14).
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4.2.1- Género, idade, raga, tipo de exposi¢ao ao HIV e ano de diagnostico

Tabela 3- Comparacdo das varidveis demograficas idade, género, raca, tipo de exposi¢ao
ao HIV e ano de diagnoéstico entre o grupo colonizado e ndo colonizado de

pacientes com infec¢do pelo HIV, em uso de TARV.

Colonizado (140) Nao Colonizado (184) Total (324) p-valor

Dados Demograficos n % n % n
Idade
Anos (Média) 39,75 - 38,26 - 38,90 0,157'
Género
Masculino 88 63 110 60 198 0,574
Raca
Branca 107 76,5 152 83 259
Parda e Negra 33 23,5 32 17 65 0,252
Tipo de exposicio ao HIV
Sexual 114 81,5 148 80,5 262
Sexual + UDI 26 18,5 35 19 61
Vertical 0 0 1 0,5 1 0.677
Ano de diagnostico
1983-1994 24 17 30 16 54
1995-2003 116 83 154 84 270 0,841

Teste Qui-Quadrado = valor de p significativo (p-valor < 0,05).
! Teste Mann-Whitney = valor de p significativo (p-valor < 0,05).

4.2.2- Carga viral e contagem de linfocito TCD4"

A carga viral e a contagem de linfocito TCD4" ndo constaram no prontudrio
médico de 6 dos 324 pacientes estudados, sendo 4 do grupo colonizado € 2 do grupo nao

colonizado.

Foi evidenciado que a presenga de colonizacao foi significativamente maior em
pacientes com carga viral detectavel (p=0.002) e CD4" < 200/mm’ (p=0.006), conforme

demonstrado nas tabelas 4 a 6.
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Tabela 4- Carga viral do HIV do grupo colonizado ¢ ndo colonizado de pacientes com

infecgdo pelo HIV, em uso de TARV.

Colonizado (136) Nao Colonizado (182) Total (318)  p-valor
Carga Viral n % n % n
Detectéavel 77 56,6 69 37,9 146
Indetectavel 59 43,4 113 63,1 172 0,002 *

Indetectavel: carga viral < 50 copias/mL  Detectavel: carga viral > 50 copias/mL

Teste Qui-Quadrado = valor de p significativo (p-valor < 0,05).

Tabela 5- Média e mediana de contagem de linfocito TCD4" do grupo colonizado e ndo

colonizado de pacientes com infec¢do pelo HIV, em uso de TARV.

Contagem de linfocitos TCD4"

Colonizagdo oral por Candida spp. n (318) Média Mediana D.P  Minimo Maiaximo p-valor

Colonizado 136 380,73 326,50 255,16 2 1345

Nao Colonizado 182 471,48 410,50 306,02 16 1627 0,006 *

Teste Mann-Whitney = valor de p significativo (p-valor < 0,05).
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Tabela 6- Comparacio da carga viral do HIV e contagem de linfocito TCD4" entre o grupo

colonizado e ndo colonizado de pacientes com infec¢do pelo HIV, em uso de

TARV.
Colonizado (136) Nio Colonizado (182) Total (318)  p-valor

Dados demogréaficos n % n % n
CV indetectavel
Contagem de CD4+
> 350/mm’ 35 26 71 39 106
entre 200 a 350/mm’ 21 15 31 17 52
<200/mm’ 3 2 12 7 15
Total 59 43 114 63 173
CV detectavel
Contagem de CD4+
> 350/mm’ 24 18 34 19 58
entre 200 a 350/mm’ 25 18,4 21 11 46
<200/mm’ 28 20,6 13 7 41
Total 77 57 68 37 145

0,001 *

Indetectavel: carga viral <50 copias/mL  Detectavel: carga viral > 50 copias/mL

* Teste Qui-Quadrado = valor de p significativo (p-valor < 0,05).

4.2.3- Infecgdes oportunistas

Nao apresentaram 10, 28 (20%) dos 140 pacientes do grupo colonizado e 51

(27,7%) dos 184 do grupo ndo colonizado, os quais foram caracterizados como

assintomaticos nos prontuarios.

Nao houve diferenca significativa em relagdo a auséncia e presenca de

infecg¢des oportunistas flngicas, quando comparado os dois grupos estudados. O mesmo foi

evidenciado ao analisar a associacdo do nimero de infeccdes oportunistas causadas por

fungos (Tabela 7).
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Tabela 7- Comparacao das infecgdes oportunistas flingicas entre o grupo colonizado e nao

colonizado de pacientes com infec¢ao pelo HIV, em uso de TARV.

Infeccdes oportunistas Colonizado (140) Nao colonizado (184) Total (324) p-valor
Fungos n % n % n %
Auséncia 57 40,7 86 46,7 143 44,1
Presenca 83 59,3 98 53,3 181 55,9 0,279
1 infecgdo 49 59 61 62,2 110 60,8
2 a 3 infecgdes 31 37,4 34 34,7 65 35,9
mais de 3 infecgdes 03 3,6 03 3,1 06 33 0,902

Dentre as infec¢des fungicas estudadas, a candidiase oral e a onicomicose
merecem destaque, uma vez que mostraram valores de p proximos de serem significativos

para o grupo colonizado (Tabela 8).

Tabela 8- Descricdo das infecgdes oportunistas fungicas do grupo colonizado e nao

colonizado de pacientes com infec¢ao pelo HIV, em uso de TARV.

Infecgdes oportunistas Colonizado (140) Nao colonizado (184) Total (324) p-valor

Fungos n % n % n %
Pneumocistose (PCP) 22 15,7 29 15,7 51 15,7 0,991
Candidiase oral 51 36,4 50 27,1 101 31,2 0,075

esofagica 11 7,8 14 7,6 25 7,7 0,934

vaginal 2 1,4 2 1,8 4 1,2 0,783
Criptococose 5 3,5 11 59 16 4,9 0,322
Histoplasmose 0 0 2 1 2 0,6 0,216
Paracoccidioidomicose 3 2,1 1 0,5 4 1,2 0,197
Aspergilose 1 0,7 2 1 3 0,9 0,729
Onicomicose 16 11,4 11 5,9 27 8,3 0,079
Dermatofitose 12 8,6 21 11,4 33 10,2 0,402
Pitiriase versicolor 5 3,5 7 12 12 3,7 0,912

*: Teste Qui-Quadrado, valor de p significativo (p-valor < 0,05).
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Dentre as infec¢des oportunistas causadas por virus, protozoarios, bactérias e
neoplasia, o herpes zoster e linfoma ndo Hodgkin foram as tnicas que evidenciaram valores

de p significativos para o grupo colonizado, de 0,006 e 0,021, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9- Descricao das infecgdes oportunistas causadas por virus, bactérias, protozoarios
e neoplasias do grupo colonizado e nao colonizado de pacientes com infecgao

pelo HIV, em uso de TARV.

Colonizado (140) Nao Colonizado (184) Total (324) p-valor

Infecgbes Oportunistas n % n % n %
Virus
Citomegalovirose 5 3,5 4 2,2 9 2,7 0,448
Herpes zoster 32 22,8 21 11,4 53 16,3 0,006 *
Herpes simples 3 2,1 6 33 9 2,7 0,544
LEMP 0 0 3 1,6 3 0,9 0,129
Bactérias
Tuberculose 35 25 33 17,9 68 20,9 0,122
Micobacteriose atipica 4 2,8 3 1,6 7 2,1 0,452
Pneumonia e sinusite 1 0,7 6 3,3 7 2,1 0,118
Salmonelose 2 1,4 0 0 2 0,6 0,104
Protozoarios
Toxoplasmose 20 14,2 18 9,8 38 11,7 0,212
Criptosporidiose 4 2,8 3 1,6 7 2,1 0,452
Isosporiase 3 2,1 1 0,5 4 1,2 0,197
Doenga de Chagas 1 0,7 2 1,1 3 0,9 0,729
Neoplasias
Sarcoma de Kaposi 3 2,1 3 1,6 6 1,8 0,735
Linfoma nao Hodgkin 4 2,8 0 0 4 1,2 0,021 *
Neoplasias (outras) 2 1,4 2 1,1 4 1,2 0,783

*: Teste Qui-Quadrado, valor de p significativo (p-valor < 0,05).

**: Teste Exato de Fisher, valor de p significativo (p-valor < 0,05).
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4.2 4- Classificagao clinica da infecc¢ao pelo HIV, no momento da coleta

O presente trabalho ndo evidenciou diferenga significativa na classificagao
clinica da infec¢ao pelo HIV, quando comparado os dois grupos estudados, e verificou o

predominio da classificagao clinica C3 em ambos, conforme relatado na tabela 10.

E importante relatar que o uso de TARV pelos pacientes com classificago

clinica A1, no presente estudo, foi justificado pela gestacdo e/ou pela indicagdo médica.

Tabela 10- Classificagdo clinica da infec¢do pelo HIV do grupo colonizado e ndo

colonizado de pacientes com infec¢do pelo HIV, em uso de TARV.

Categoria clinica / Colonizados (140) Niao Colonizados (184) Total (324) p-valor
Contagem de CD4" n % n % n %
A
1 6 4,3 10 5,4 16 4,93
2 15 10,7 40 21,8 55 16,97
3 13 9,3 18 9,8 31 9,6
Total 34 24,3 68 37 102 31,5
B
1 0 0 0 0 0 0
2 8 5,7 11 6 19 5,9
3 14 10 15 8 29 8,9
Total 22 15,7 26 14 48 14,8
C
1 0 0 1 0,6 1 0,3
2 2 1,4 6 33 8 2,5
3 82 58,6 83 45,1 165 50,9
Total 84 60 90 49 174 53,7 0,143

Categoria clinica: A (assintomatico/infec¢do aguda), B (candidiase oral e orofaringe) e C (infecgdes

oportunistas)
Contagem de linfocito T CD4": 1 (= 500/mm?), 2 (200 a 499 mm’) e 3 (<200/mm’)

Teste Qui-Quadrado, valor de p significativo (p-valor < 0,05).
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4.2.5- Terapia anti-retroviral

Verificou-se que os esquemas anti-retrovirais mais utilizados foram 2 NRTI + 1
IP e 2 NRTI + 1 NNRTI e que ndo houve diferenga significativa quanto ao uso de TARV

com IP, em ambos os grupos, conforme descrito nas tabelas 11 e 12, respectivamente.

Tabela 11- Esquema terapéutico anti-retroviral do grupo colonizado e nao colonizado de

pacientes com infeccdo pelo HIV, em uso de TARV, no momento da coleta.

Esquema terapéutico Colonizado (140) Nao Colonizado (184) Total (324) p-valor
anti-retroviral n % n % n %
I NRTI+11P 1 0,7 0 0 1 0,3 0,251
I NRTI+ 1 NNRTI+ 1 IP 1 0,7 0 0 1 0,3 0,251
1 NRTI + 2P 1 0,7 2 1,1 3 0,9 0,729
2 NRTI 1 0,7 0 0 1 0,3 0,251
2NRTI+11P 47 33,6 67 36,4 114 35,2 0,596
2NRTI+11P+1EN 1 0,7 0 0 1 0,3 0,251
2 NRTI + 1 NNRTI 53 37,9 79 42,9 132 40,8 0,357
2 NRTI+ 1 NNRTI + 1 IP 9 6,4 8 4.4 17 52 0,405
2 NRTI+ 1 NNRTI + 2 IP 3 2,1 3 1,6 6 1,9 0,735
2 NRTI+21IP 11 7,9 10 5,5 21 6,5 0,380
2 NRTI+ 3 IP 0 0 1 0,5 1 0,3 0,382
Nao uso de TARV 12 8,6 14 7,6 26 8 0,308

NRTI: Inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideoo
NNRT: Inibidores da transcriptase reversa nao analogos de nucleosideoo
IP: Inibidores da protease

EN: Inibidor de entrada

Teste Qui-Quadrado, valor de p significativo (p-valor < 0,05).
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Tabela 12- Esquema terapéutico anti-retroviral, com ou sem inibidor de protease, do grupo
colonizado e ndo colonizado de pacientes com infec¢dao pelo HIV, no momento

da coleta.

Esquema terapéutico Colonizado (128) Niao Colonizado (170) Total (298) p-valor

anti-retroviral n % n % n %
Com IP 74 57,8 91 54 165 55,4
Sem IP 54 42,2 79 46 133 44,6 0,462

12/140 (colonizado) e 14/184 (ndo colonizado) ndo estavam com uso de TARV, no momento da coleta
IP: Inibidores da protease

Teste Qui-Quadrado = valor de p significativo (p-valor < 0,05).

4.2.6- Terapia antiflingica

O uso prévio de antifungico ndo evidenciou valor de p significativo entre os
dois grupos estudados, ao contrario do uso de nistatina que foi significativo para o grupo

colonizado, conforme demonstrado na tabelas 13 e 14, respectivamente.

Tabela 13- Uso de terapia antifungica do grupo colonizado e ndo colonizado de pacientes

com infecc¢do pelo HIV, em uso de TARV.

Colonizado (140) Nio Colonizado (184) Total (324) p-valor

Uso de Antiftingico n % n % n %
Uso prévio 69 49,3 79 42,9 148 45,7
Nao usou 71 50,7 105 57 176 54,3
Uso atual 6 43 8 43 14 43 0,426

Teste Qui-Quadrado (valor de p significativo (p-valor < 0,05).
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Tabela 14- Descri¢ao do uso de terapia antifingica, comparando o grupo colonizado e nao

colonizado de pacientes com infec¢ao pelo HIV, em uso de TARV.

Colonizado (140) Nao Colonizado (184) p-valor
Uso de antifingico Prévio  Nao usou Atual Prévio Naousou Atual

Fluconazol 28 112 4 33 151 6 0,638
Cetoconazol 36 104 2 33 151 0 0,090*
Itraconazol 1 139 0 6 178 2 0,118
Miconazol 2 138 0 4 180 0 0,622
Anfotericina B 3 137 0 10 174 0 0,135
Nistatina 45 95 0 37 147 0 0,014 *

* = Teste Qui-Quadrado, valor de p significativo (p-valor < 0,05).

4.3- Estudo microbioldgico
4.3.1- Coleta e isolamento das amostras

Foram isoladas 154 cepas de Candida spp. da cavidade oral de 140/324

pacientes com infecc¢ao pelo HIV e em uso de TARV.

4.3.2- Identificacao de leveduras do género Candida

Dos 130 (84,5%) isolados de Candida albicans, 115 (88,5%) pertenciam ao
sorotipo A e 15 (11,5%) ao sorotipo B. Foram identificadas 11 espécies dentre os 24

(15,5%) isolados de Candida nao albicans, conforme figura 2.
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Espécies de C. nio albicans isoladas da cavidade oral de 140 pacientes
com infec¢do pelo HIV, em uso de TARV
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Figura 2- Caracterizag¢do das espécies de C. ndo albicans isoladas da cavidade oral de 140

pacientes com infec¢do pelo HIV, em uso de TARV.

A tonalidade das espécies de C. ndo albicans em meio CHROMagar Candida®
mostrou-se verde para 2 cepas C. dubliniensis, azul para 4 cepas C. tropicalis € rosa escuro
a branco para 18 cepas das demais espécies, sendo os perfis bioquimicos analisados e

identificados através do sistema comercial ID 32 C.

Para a triagem fenotipica de identificacdo de C. dubliniensis foram estudadas
132 cepas (130 C. albicans e 2 C. dubliniensis), as quais apresentaram crescimento da
levedura com tonalidade verde em meio CHROMagar Candida® e prova do tubo
germinativo positivo. Nao houve diferenca na tonalidade verde entre as duas espécies
estudadas. O crescimento a 42°C mostrou-se lento e duvidoso, para algumas cepas de
C. albicans. Auséncia de assimilagdo de xilose foi observada em 10 cepas (Tabela 15), as
quais foram submetidas ao seqlienciamento para confirmacdo das espécies

(Figura 3 e Tabela 16).
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Tabela 15- Triagem fenotipica de 10 cepas de Candida spp. isoladas da cavidade oral de

pacientes com infec¢@o pelo HIV e em uso de TARV, em relagdo a tonalidade

da colonia em meio CHROMagar Candida®, prova do tubo germinativo,

crescimento a 42°C e assimilagdo de xilose.

A(m=10)  Tonalidade CHROMagar Candida® Tubo germinativo 42°C xilose
14 verde-claro + +/- -
46 verde-claro + +/- -
56 verde-claro + - -
60 verde-claro + - -
74 verde-claro + - -
85 A verde-claro + +/- R
&5 B verde-claro + - -
116 verde-claro + - -
127 B verde-claro + - -
145B verde-claro + - -
n: namero de cepas. A: identificacdo das cepas (-): negativo  (+): positivo  (+/-): Crescimento a

42°C lento e duvidoso
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Figura 3- PCR de 10 Candida spp. isoladas da cavidade oral de pacientes com infec¢io
pelo HIV e em uso de TARV, que apresentaram tonalidade verde em meio

CHROMagar Candida® e xilose negativa.
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Tabela 16- Descricao do seqiienciamento de 10 Candida spp. isoladas da cavidade oral de

pacientes com infeccdo pelo HIV e em uso de TARV, que apresentaram

tonalidade verde em meio CHROMagar Candida® e xilose negativa.

Amostra Espécie Identidad Expect Similaridade no Blast
14 C. albicans sor.A 99e% 0.0 2i|5732685|gb|AF156536.1|AF156536
46 C. albicans sor.A 99% 0.0 2i|5732686|gb|AF156537.1|AF156537
56 C. albicans sor.A 99% 0.0 2i|51471985|gblAY601154.1]
60 C. albicans sor.A 99% 0.0 21|5732685|gb|AF156536.1|AF 156536
74 C. dubliniensis 99% 0.0 £1|12062337|gb|U57685.1|CDU57685
85 A C. albicans sor.A 99% 0.0 2i|5732685|gb|AF156536.1|AF156536
85B C. albicans sor.A 99% 0.0 2i|5732685|gb|AF156536.1|AF156536
116 C. albicans sor.A 99% 0.0 gi|51471985|gb|AY601154.1]
127 B C. dubliniensis 99% 0.0 £1|12062337|gb|U57685.1|CDU57685
145 B C. albicans sor.A 99% 0.0 21|5732685|gb|AF156536.1|AF 156536
14 ¢/ primer ITS  C. albicans sor.A 100% 0.0 2i|21666966|gb|AF455531.1|
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Dos 140 pacientes, 12 apresentaram colonizagdo mista nas amostras da

cavidade oral, demonstrada abaixo (Tabela 17):

Tabela 17- Colonizagdo mista de Candida spp. isoladas da cavidade oral de 12 pacientes

com infecc¢ao pelo HIV e em uso de TARV.

Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3

A (n=12) Microrganismo Microrganismo Microrganismo

09 C. albicans sorotipo A C. albicans sorotipo B

19 C. albicans sorotipo A C. norvegensis

54 C. glabrata C. tropicalis

59 C. albicans sorotipo A C. lipolytica

70 C. albicans sorotipo A** C. albicans sorotipo A**

83 C. albicans sorotipo A C. glabrata

85 C. albicans sorotipo A* C. albicans sorotipo A*

86 C. albicans sorotipo A C. tropicalis C. glabrata

89 C. albicans sorotipo A C. tropicalis

103 C. albicans sorotipo A C. krusei C. kefir

127 C. glabrata C. dubliniensis

145 C. calliculosa C. albicans sorotipo A

n: nimero de pacientes

A: identificagdo do paciente

*: cepas fenotipicamente iguais com gendtipos diferentes.

**: cepas fenotipicamente diferentes com gendtipos iguais.

4.3.3- Tipagem molecular de Candida spp.

Foram identificados 15 perfis gendmicos entre as 115 cepas de C. albicans

sorotipo A e 3 perfis gendmicos entre as 15 cepas de C. albicans sorotipo B isoladas da

cavidade oral de pacientes com infec¢ao pelo HIV e em uso de TARV (Tabela 18).
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Tabela 18- Descricdo do perfil genomico de C. albicans sorotipo A e B isoladas da

cavidade oral de pacientes com infec¢ao pelo HIV e em uso de TARV.

Perfil Bandas n % Categoria clinica
gendémico cromossomicas  (130) (CDO)
C. albicans sorotipo A (115)
Al 7 65 56,5 41 (C3), 8 (B3), 6 (A2),4 (A3),4 (Al),1(B2)e1(C2)
A? 6 2 1,7 1(C3)e 1 (A3)
A’ 8 19 16,5 12 (C3), 3 (B2), 3 (A2) e 1 (C2)
A? 9 7 6,1 3(C3),2(A3)e2(A2)
A’ 9 2 1,7 2 (C3)
N 7 8 6,9 3(B3),2(C3),2(B2)e1(A2)
A’ 8 2 1,7 1(C3)e 1 (B3)
A? 9 1 0,9 A3
A’ 10 1 0,9 A3
Al 8 1 0,9 C3
Al 9 1 0,9 C3
A" 8 3 2,6 3(C3)
AP 9 1 0,9 A2
A 9 1 0,9 B3
AP 7 1 0,9 Al
C. albicans sorotipo B (15)

B! 7 13 86,6 7(C3),4 (A3),1(B2)e 1 (Al)
B? 9 1 6,7 B2
B’ 8 1 6,7 B2

A CE permitiu a separacdo de 6 a 10 bandas de cromossomos entre as 115

cepas de C. albicans sorotipo A, sendo que a menor € a maior apresentaram 555 e 1,900

Kb, respectivamente. Verificou-se o predominio dos perfis A' e A*, que foram identificados

em 65 (56,5%) e 19 (16,5%) das cepas, respectivamente (Tabela 18 e Figura 4).
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Figura 4- CE de C. albicans sorotipo A isoladas da cavidade oral de pacientes com

infeccdo pelo HIV e em uso de TARV.

A similaridade entre 13 perfis genomicos de C. albicans sorotipo A e o perfil
predominante de C. albicans sorotipo B esta disposta na Figura 6. E importante relatar que
a maioria dos perfis genémicos de C. albicans sorotipo A ficaram no intervalo maior de
90% de similaridade e que o perfil de C. albicans sorotipo A predominante A' mostrou
uma similaridade de 100% entre o perfil de C. albicans sorotipo B predominante B'

(Figuras 4, 5 ¢ 6).
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Figura 5- Dendrograma da Figura 4. Ilustra a similaridade entre 13 perfis gendmicos de
C. albicans sorotipo A e o perfil gendmico predominante de C. albicans

sorotipo B, isolados da cavidade oral de pacientes com infec¢do pelo HIV e em

uso de TARV.

A CE permitiu a separagdo de 7 a 9 bandas de cromossomos entre as 15 cepas
de C. albicans sorotipo B, sendo que a menor e a maior apresentaram 815 e 1,900 Kb,

respectivamente. (Tabela 18 e Figura 6).

O perfil genémico B' foi identificado em 13 (86,6%) das cepas de C. albicans

sorotipo B ¢ mostrou uma de 94% entre o perfil B’ e de 88% entre o perfil B> (Figura 7).
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Figura 6- CE de C. albicans sorotipo B isoladas da cavidade oral de pacientes com

infeccdo pelo HIV e em uso de TARV.
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Figura 7- Dendrograma da Figura 6. Ilustra a similaridade entre 3 perfis gendmicos de
C. albicans sorotipo B, isolados da cavidade oral de pacientes com infecg@o pelo

HIV e em uso de TARV.
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Dentre as 24 cepas de C. ndo albicans merecem destaque o estudo do perfil
gendmico das cepas de C. glabatra, devido a heterogeneidade identificada na CE e o estudo
do perfil gendmico de C. dubliniensis, por ser considerada a mais nova espécie de Candida

emergente em pacientes com aids.

Foram identificados 7 perfis gendmicos (G' a G’) entre as 7 cepas de
C. glabrata isoladas da cavidade oral de pacientes com infec¢do pelo HIV e em uso de
TARV. A CE permitiu a separagdo de 9 a 10 bandas de cromossomos, sendo que a menor e

a maior apresentaram 555 e 1,688 Kb, respectivamente. (Tabela 19 e Figura 8).

Tabela 19- Perfil genomico de cepas de 7 C. glabrata e 2 C dubliniensis isoladas da

cavidade oral de pacientes com infec¢ao pelo HIV e em uso de TARV.

Perfil Bandas n % Categoria clinica
gendmico cromossomicas (9) (CDO)

C. glabrata (7)

G' 9 1 14,29 C3

G 10 1 14,29 C3

G’ 10 1 14,29 C3

G* 10 1 14,29 C3

G’ 9 1 14,28 B3

G° 9 1 14,28 C3

G’ 10 1 14,28 C3
C.dubliniensis (2)

D' 9 1 50 A2

D’ 8 1 50 C3
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Figura 8- CE de C.glabrata isoladas da cavidade oral de pacientes com infec¢ao pelo HIV

e em uso de TARV.

A similaridade entre os 7 perfis gendmicos das cepas de C. glabrata esta
disposta na Figura 9. E importante relatar que os perfis gendmicos sdo diferentes, no
entanto, a analise computacional mostrou uma similaridade de 100% entre os perfis G* e

G’, 0 que nos permite concluir que o programa nio consegue captar esta diferenca.
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Figura 9- Dendrograma da Figura 8. Ilustra a similaridade entre 7 perfis genomicos de
C. glabrata, isolados da cavidade oral de pacientes com infec¢ao pelo HIV e em

uso de TARV.

A CE dos dois perfis gendomicos D' (amostra 74) e D? (amostra 127B) de
C. dubliniensis, isoladas da cavidade oral de pacientes com infec¢do pelo HIV e em uso de
TARYV, permitiu a separacdo de 8 a 9 bandas de cromossomos, sendo que a menor e a

maior apresentaram 450 e 1,900 Kb, respectivamente. (Tabela 19 e Figura 10).

O perfil genémico D* mostrou uma similaridade de 93% e 88% entre os perfis
predominantes A' e A® de C. albicans sorotipo A, respectivamente. Similaridade de 59%
foi evidenciada entre o perfil gendmico D' e os perfis predominantes A' e A’ de

C. albicans sorotipo A (Figura 11).
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Figura 10- CE de C. albicans sorotipo A e C. dubliniensis isoladas da cavidade oral de

pacientes com infec¢do pelo HIV e em uso de TARV.

7]

NNDO=ODUAW

Figura 11- Dendrograma da Figura 10. Ilustra a similaridade entre dois perfis genémicos
de C. dubliniensis ¢ os perfis predominantes A' e A® de C. albicans sorotipo

A, isolados da cavidade oral de pacientes com infec¢ao pelo HIV e em uso de
TARV.
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4.3.4- Determinacdo da suscetibilidade de Candida spp. aos antifingicos

O perfil de sensibilidades aos antifingicos foi estudado em 154 Candida spp
isoladas da cavidade oral de pacientes com infec¢do pelo HIV e em uso de TARV, sendo
115 cepas de C. albicans sorotipo A, 15 cepas de C. albicans sorotipo B e 22 cepas de
Candida nao albicans. Nao foi possivel realizar o teste de sensibilidade em duas cepas de

Candida ndo albicans (1 C. colliculosa e 1 C. lipolytica).

Tabela 20- Intervalos de CIM obtidos de C. krusei ATCC® 6258C e C. parapsilosis
ATCC® 22019, perante o fluconazol, cetoconazol, itraconazol, 5-fluocitosina,

anfotericina B e nistatina.

C. krusei ATCC® 6258C C. parapsilosis ATCC® 22019
Antifangico MIC (pg/mL ) MIC (pg/mL )
Presente Estudo ~ (CLSI), M27-A2  Presente Estudo ~ (CLSI), M27-A2

Fluconazol > 64 16 - 128 2 1-4
Cetoconazol 0,5 025-1,0 0,125 0,06 -0,5
Itraconazol 0,25 025-1,0 0,25 0,12-0,5
5-Fluocitosina 8 8-32 0,25 0,12-0,5
Anfotericina B 1 1-4 1 0,5-4,0
Nistatina 2 I* 2 I*

* Arikan et al., 2002.

Dos 130 pacientes colonizados por C. albicans, 59/115 (sorotipo A) e 5/15

(sorotipo B) tomaram antifingico prévio.

Todas as C. albicans sorotipo A e B mostraram-se sensiveis aos antifingicos
estudados. Nao foi evidenciada diferenca significativa de CIM, CIMsy e CIMy, entre os

sorotipos (Tabela 21 e 22).

A cepas de Candida nao albicans foram sensiveis perante a 5-fluocitosina,
anfotericina B e nistatina. No entanto, foi evidenciada sensibilidade dose-dependente

(S-DD) para os azolicos, principalmente para C. glabrata (Tabelas 22 e 23).
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Tabela 21- Intervalos de CIM, CIMsy, e CIMgy perante o fluconazol, cetoconazol,
itraconazol, 5-fluocitosina, anfotericina B e nistatina de C. albicans isoladas

da cavidade oral de pacientes com infec¢do pelo HIV e em uso de TARV.

C. albicans sorotipo A (115) C. albicans sorotipo B (15)

Antifingico  CIM (ug/mL) CIMs,  CIMy, CIM (ug/mL) CIMs CIMy,
Fluconazol 0,125-2 0,50 1 0,125-2 0,50 1
Cetoconazol 0,03 -0,06 0,03 0,03 0,03 -0,50 0,03 0,06
Itraconazol 0,01 -0,125 0,06 0,125 0,03 -0,125 0,06 0,125
5-Fluocitosina <0,125-2 <0,125 0,125 <0,125-1 0,50 0,50
Anfotericina B 0,125-1 0,5 1 0,25-1 0,50 0,50
Nistatina 0,50 -2 1 2 1-2 2 2

Tabela 22- Perfil de sensibilidade de 152 Candida spp., isoladas da cavidade oral de

pacientes com infec¢do pelo HIV e em uso de TARYV, perante os azdlicos.

Microrganismo (n°) Fluconazol Cetoconazol Itraconazol
S S-DD R S S-DD R S S-DD R
Candida albicans (130)
Sorotipo A (115) 115 - - 115 - - 115 - -
Sorotipo B (15) 15 - - 15 - - 15 - -
Candida ndo albicans (22)
C. glabrata (07) 04 03 - 01 06 - - 07 -
C. tropicalis (04) 04 - - 04 - - 03 01 -
C. norvegensis (03) 02 01 - 03 - - 03 - -
C. krusei (02) - 02 - 01 01 - 01 01 -
C. dubliniensis (02) 02 - - 02 - - 02 - -
C. parapsilosis (01) 01 - - 01 - - 01 - -
C. guilhermondi (01) 01 - - 01 - - 01 - -
C. kefir (01) 01 - - 01 - - 01 - -
C. sake (01) 01 - - 01 - - 01 - -

S: sensivel , S-DD: sensivel dose dependente e R: resistente
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Os azdlicos (fluconazol, cetoconazol e itraconazol) ndo apresentaram boa
sensibilidade para as cepas nao albicans, principalmente o itraconazol, que ndo se mostrou
um antifungico para ser indicado aos pacientes com candidiase orofaringea, visto que as
cepas ndo albicans se mostraram S-DD mesmo em pacientes que ndo referiram o uso

prévio de azolicos (Tabela 23).

Tabela 23- Correlagdo da sensibilidade dose-dependente in vitro de Candida spp., isoladas
da cavidade oral de pacientes com infec¢do pelo HIV e em uso de TARV, com

0 uso prévio de azoélicos.

C. nao albicans CIM (ng/mL)

(16 cepas) Fluconazol Cetoconazol Itraconazol Uso prévio de antifingicos

C. glabrata (7 cepas)

05 8 0,50 0,50 Nao tomou
08 8 0,25 0,25 Nao tomou
50 16 0,25 0,50 Nistatina
54 A 16 0,50 0,50 Cetoconazol+Nistatina
83 B 8 0,125 0,50 Nao tomou
86 C 16 0,50 0,50 Cetoconazol
127 A 8 0,25 0,25 Fluconazol+Nistatina
C. tropicalis (4 cepas)
22 0,50 0,03 0,03 Cetoconazol+Nistatina
54 B 1 0,03 0,03 Cetoconazol
86 A 0,25 0,03 0,06 Cetoconazol
89B 2 0,125 0,50 Cetoconazol+Nistatina
C. norvegensis (3 cepas)
19B 16 0,125 0,125 Nistatina
78 4 0,03 0,06 Fluconazol+Cetoconazol+Anfotericina+Nistatina
87 4 0,06 0,125 Nao tomou
C. krusei (2 cepas)
99 16 0,25 0,25 Fluconazol+Cetoconazol+Nistatina
103 B 16 0,125 0,125 Nao tomou

Fluconazol S: <8 S-DD:16a32 R: >64 Cetoconazol e Itraconazol S: <0,125 S-DD:0,25a0,5
R:>1
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5.1- Estudo epidemiolégico e clinico

A introducdo da TARV, em 1996, conferiu impressionante progresso na
qualidade de vida dos pacientes (Jevtovic et al., 2005) e diminuiu a prevaléncia das
infecgdes oportunistas, incluindo a candidiase oral (Barchiese et al., 2002), considerada
sentinela na histdria natural e na progressao da infeccao pelo HIV (Greenspan et al., 2000).
Desde entdo estudos referentes a colonizac¢do por Candida spp. em pacientes HIV-positivo
em uso de TARV vém sendo desenvolvidos, a fim de desvendar o impacto destes
anti-retrovirais na epidemiologia (Tacconelli et al., 2002), clinica (Tacconelli et al., 2002;
Dunic et al., 2004; Jevtovic et al., 2005; Yang et al., 2006) e microbiologia (Sant’Ana et al.,
2002; Tacconelli et al., 2002; Melo et al., 2004) deste importante fungo de interesse

médico.

Dentre os principais estudos que comparam dados epidemiolégicos entre
grupos de pacientes com presenga e auséncia de colonizacio por Candida spp. na cavidade
oral de pacientes HIV-positivo em uso de TARV merecem destaque os realizados por
Barchiese et al. (2002), na Itdlia, Gottfredssom et al. (1999), na Carolina do Norte, e por
Costa et al. (2006), no Brasil. Ambos os estudos foram essenciais para comparacdo de

nossos dados e, por este motivo, foram descritos ao longo desta dissertacao.

A razao dos casos de aids entre os sexos vem mostrando sinais de estabilizacao
nos ultimos anos. Em 1985, no inicio da epidemia, havia 26,5 casos da doenca em homens
para 1 em mulher. Ao longo dos anos, a propor¢do caiu constantemente. Em 2005, a razao
foi de 1,5 caso em homem para 1 em mulher, nimero estdvel desde 2003

(Boletim Epidemiolégico, 2006).

No estudo prospectivo de Barchiese et al. (2002), realizado de junho a
dezembro de 2001 na Itdlia, foram pesquisadas caracteristicas de 102 pacientes
HIV-positivo em uso de TARV quanto a colonizacdo oral por Candida spp.. Foi
demonstrado que o grupo colonizado (68 pacientes) apresentou idade média de 37,1 anos e
o grupo nao colonizado (34 pacientes) de 37 anos. O sexo masculino foi predominante em

ambos os grupos, representando 71% para o colonizado e 56% para o nao colonizado.
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Gottfredsson et al. (1999) realizaram estudo epidemioldgico de 83 pacientes
com infeccdo pelo HIV em uso de TARV, em hospital universitario na Carolina do Norte, e
avaliaram a coloniza¢do de orofaringe por Candida spp., quantificando a intensidade de
colonizacio e correlacionando os achados com a carga viral, contagem de linfécitos CD4™,
uso de profilaxia para pneumonia por Pneumocystis jiroveci, antecedente de infeccao
fingica e nimero de drogas anti-retrovirais utilizadas. Os autores revelaram que o grupo
colonizado (58 pacientes) apresentou idade média de 34 anos e o grupo ndo colonizado
(25 pacientes) de 35 anos. O sexo masculino foi predominante em ambos 0s grupos,

representando 57% para o colonizado e 60% para o ndo colonizado.

Recente estudo prospectivo, realizado de maio de 2004 a maio de 2005, com
isolados de Candida spp. da cavidade oral de 99 pacientes com infec¢do pelo HIV com ou
sem uso de TARV foi descrito por Costa et al. (2006), no Brasil. Os autores verificaram
que o grupo colonizado (62 pacientes) apresentou idade média de 38 anos e o grupo nao
colonizado (37 pacientes) de 37,9 anos. O sexo masculino foi predominante em ambos 0s

grupos, representando 53,2% para o colonizado e 56,7% para o ndo colonizado.

No Brasil, Melo et al. (2004) estudaram a flora de cavidade oral para presenca
de Candida e verificaram 114 pacientes com infec¢do pelo HIV em uso de TARV. Os
autores evidenciaram que 65% dos pacientes eram do sexo masculino e 35% do sexo

feminino, com a idade média de 35,2 anos em ambos os grupos.

Na Itdlia, Tacconelli et al. (2002) realizaram estudo epidemioldgico, clinico e
microbiolégico com 69 pacientes com candidiase oral, que apresentavam infeccdo pelo
HIV em uso de TARV. O sexo masculino foi prevalente em 68% dos pacientes estudados e

a idade média foi de 38 anos.

Dois trabalhos nacionais foram descritos em relacdo a coloniza¢do oral por
Candida spp. em paciente HIV-positivo, no entanto ndo citam o uso de TARV. O primeiro
foi descrito por Cavassani et al. (2002), que realizaram estudo epidemioldgico retrospectivo
de 431 prontudrios de pacientes portadores do HIV atendidos no Servigo de Estomatologia
do Hospital Helidpolis em Sdo Paulo, no periodo de abril de 1995 a setembro de 2001, a

fim de analisar dados referentes a sexo, raga, faixa etdria, formas de contigio e
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manifestacdes bucais. Os pesquisadores demonstraram que 69,14% dos pacientes foram do
sexo masculino e 47,10% apresentavam faixa etaria de 31 a 40 anos. O segundo, descrito
por Wingeter et al. (2007), realizou coletas de amostras de lavado bucal de 100 pacientes
com infeccdo pelo HIV ou portadores de aids do Laboratério de Ensino e Pesquisa em
Andlises Clinicas (LEPAC) da Universidade Estadual de Maringd e demonstrou que 58
pacientes mostraram culturas positivas para Candida spp. € que destes 50% eram do sexo

masculino e que a idade média do grupo colonizado foi de 39 anos.

Um estudo temporal das doencas associadas a aids no Brasil (1980-1999) foi
realizado no ano de 2000 por Guimaraes, que descreveu, em sua andlise, valor acumulado
de 77,1% de ocorréncia para o sexo masculino e 64,5% para idade igual e acima de

30 anos.

Os dados do presente estudo foram concordantes com a literatura mundial e
nacional, uma vez que verificou o predominio do sexo masculino em ambos 0s grupos
estudados, representando 63% para o colonizado e 60% para o nao colonizado. Sendo a
razdo de 1,6 homens para 1 em mulher e idade média de 38,9 anos, quando analisado o total

de pacientes (Tabela 1).

Entre os casos notificados com a varidvel raca, observou-se queda proporcional
entre os individuos que disseram ser brancos e aumento proporcional entre os que disseram
ser negros e pardos. Em 2000, os homens brancos corresponderam a 59% dos casos de aids.
Em 2005, o indice caiu para 53,5%. Ja entre os negros e pardos que, em 2000,
corresponderam a 40,2% dos casos, em 2005 foram 45,6%. Entre as mulheres, caiu o
numero de casos entre as que se disseram brancas, de 58%, em 2000, para 51,6%, em 2005.
Entre as negras e pardas, a propor¢do passou de 41%, em 2000, para 47,5% em 2005
(Boletim Epidemiolégico, 2006).

Ao estudarem a flora oral de Candida de 114 pacientes brasileiros com infeccao
pelo HIV, em uso de TARV, Melo et al. (2004) verificaram que 83,4% eram brancos, 7, 9%

negros e 8,7% pardos.
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O presente estudo demonstrou em relagdo a varidvel raca, o predominio da ragca
branca em 79,9% no total de pacientes estudados. Pardos e negros representaram 14,8% e
5,3% dos pacientes estudados, respectivamente. Nao houve diferenca entre os grupos

colonizados e ndo colonizados em relagdo a raca (Tabela 1).

Em relagcdo a categoria de exposi¢do nos homens, o Boletim Epidemioldgico
(2006), descreveu uma diminui¢do nos casos entre homossexuais € aumento entre oS
bissexuais e heterossexuais. Nesse ultimo grupo, em 1996, o percentual em relacdo ao
nimero total de casos foi de 22,5%. Em 2005, passou para 44,2%. Nas mulheres, a
epidemia segue com a caracteristica de ser quase que totalmente de transmissdao

heterossexual, responsadvel por 94,5% dos casos registrados no ano passado.

Entre os usudrios de drogas injetaveis, o nimero de casos de aids prossegue em
queda constante. Em 1996, os 4.852 casos notificados nessa populagdo especifica,
considerando homens e mulheres, correspondiam a quase um terco do total de casos de aids
registrados. Em 2005, foram registrados 1.418 casos em UDI, o que representa uma

reducdo de 71% (Boletim Epidemiolégico, 2006).

Estudo temporal das doencas associadas a aids no Brasil (1980-1999)
descreveu, em sua andlise, valor acumulado de 24,1% para heterossexual, 27,4% para
homo/bissexual, 23,6% para UDI, 2,5% para sangue e 22,4% para outros/ignorados. Dado
importante foi observado quando analisado o periodo final (1998-1999) para exposi¢ao
heterossexual que saltou de 5,8% no periodo inicial (1980-88) para 40,1% no final e a
homo/bissexual que caiu de 59,2% no periodo inicial (1980-88) para 20,9% no final
(Guimaraes, 2000).

Em relagcdo as formas de contdgio pelo HIV dos 431 pacientes portadores do
HIV atendidos no Servi¢co de Estomatologia do Hospital Heli6polis em Sdo Paulo foram
obtidos: 71,26% por via sexual, 20,42% por UDI, 1,39% por sangue, 0,24% por via vertical

e 0,63% por via de transmissao nao referida (Cavassani et al., 2002).

Concordante com a literatura nacional, o presente estudo verificou o
predominio de 80,9% de transmissdo sexual, quando analisado o total de pacientes. A

transmissao sexual + UDI foi verificada em 18,8% e a vertical em 0,3% dos pacientes
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estudados. Nao foi encontrado nenhum caso de transmissdo por receptores de sangue

(Tabela 1).

A contagem de linfécitos CD4" e a quantificagdo de RNA viral no plasma
sanguineo sdo o0s principais marcadores da progressio da doenca pelo HIV

(Costa et al., 2006).

Elevados niveis de carga viral podem suprimir a resposta imune local,
permitindo o aumento da colonizacdo oral por Candida (Gottfredsson et al., 1999). A
TARYV suprime a replicagcdo do HIV, favorecendo a recuperagdo imunoldgica. O aumento
das células CD4", com resposta predominante do tipo Thl, pode inibir a candidiase e a
reducdo da carga viral implica na melhora da fun¢do neutrofilica, evitando o surgimento de

véarias complicagdes infecciosas (Diz Dios et al., 2000).

O estudo de Barchiese et al. (2002) com 102 pacientes HIV-positivo em uso de
TARYV, avaliados quanto a colonizagdo oral por Candida spp., demonstrou que o grupo
colonizado (68 pacientes) apresentou média de linfécito CD4" de 397 cels/mm’ e média de
carga viral de 77 cépias/mL e o grupo ndo colonizado (34 pacientes) apresentou média de
linfécito CD4* de 442 cels/mm’ e média de carga viral de 125 cépias/mL. Nao foi

demonstrada significancia no valor de p.

O estudo de Costa et al. (2006) com isolados de Candida spp. da cavidade oral
de 99 pacientes com infec¢do pelo HIV com ou sem uso de TARYV, descrito no Brasil,
verificou que o grupo colonizado (62 pacientes) apresentou média de linfécito CD4" de
336,7 celssmm’ em 61,2% dos pacientes e o grupo ndo colonizado (37 pacientes)
apresentou média de linfécito CD4* de 339,5 cels/mm’ em 51,4% dos pacientes. O grupo
colonizado apresentou carga viral indetectdvel em 24,2% dos pacientes € o grupo nao
colonizado em 32,4% destes. Nao foi possivel detectar a carga viral em 15 pacientes
colonizados e em 12 ndo colonizados. Nao houve diferencas significantes na contagem de

células CD4" e de carga viral entre os grupos estudados.

O resultados de Barchiese et al. (2002) e Costa et al. (2006) foram similares ao
estudo realizado por Campisi et al. (2002), mas contrdrios ao estudo de Schoofs et al.
(1998) e Capoluongo et al. (2000), que reportaram diferenca significante entre colonizacao

e contagem de células CD4* menor que 200 cels/mm’.
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Estudo multicéntrico com 518 mulheres infectadas pelo HIV e 207 mulheres
com comportamento de risco para aids, porém com pesquisa negativa de anticorpos
anti-HIV, realizado por Schuman et al. (1998), observou que a contagem de linfécitos
CD4" foi menor em mulheres soropositivas colonizadas (363 cels/mm’®) que nas nio
colonizadas (405 cels/mm?) por Candida spp. (p<0.004). O mesmo foi evidenciado por
Ribeiro et al. (2004) onde a contagem dos linfécitos CD4" dos individuos do grupo controle

foi maior do que o grupo colonizado.

Ao contrario de Barchiese et al. (2002) e Costa et al. (2006), Schuman et al.
(1998) observaram menor média de linfécito CD4" dos pacientes colonizados que a dos ndo

colonizados. O mesmo foi evidenciado por Ribeiro et al. (2004).

Nossos resultados demonstraram que a carga viral detectavel e a contagem de
células CD4" < que 200 células/mm’ foram significantemente mais freqiientes em pacientes
colonizados por Candida spp. na cavidade oral (p=0.006) (Tabelas 4, 5 e 6). Outros
trabalhos obtiveram resultados semelhantes (Diz Dioz et al., 1999; Patton et al., 2000;
Tappuni & Fleming, 2001). O estudo nacional conduzido por Costa et al. 2006 ndo
demonstrou relagio entre a contagem de células CD4" e carga viral com colonizagdo oral
por Candida, no entanto, dentre os pacientes que foram inclusos neste estudo, somente 9
tiveram a contagem de células CD4" < que 200 células/mm’. Gottfredsson et al. (1999)
reportaram positiva associagdo entre os niveis de carga viral e a colonizacdo oral por
Candida em pacientes com infec¢ido pelo HIV, mas também ndo encontraram correlacio
com contagem de células CD4"; diferentemente de nossos dados, a contagem média de
células CD4" dos pacientes foi basicamente igual em ambos os grupos; pacientes
colonizados (382 células/mL) e ndo colonizados (381 células/mL). Comparativamente, tais
achados sugeriram que os diferentes resultados obtidos nos estudos podem ter correlagdao

entre as caracteristicas dos pacientes de cada populacao de estudo.

Recentemente, foi realizado estudo para avaliar a tendéncia temporal das
doencas associadas a aids, no Brasil, de acordo com as varidveis s6ciodemograficas e
econdmicas. Foram estudadas as doencas associadas como condi¢cdes marcadoras de
progressao clinica, que obedecem as revisdes dos casos de aids do Ministério da Satde e se

baseiam principalmente em dois critérios clinicos: a) definicio do Rio de Janeiro

Discussao

112



(Brasil, 1992) e b) classficacdo do CDC (1992) modificada. Estes critérios fazem parte da
definicdo de casos de aids em adultos para fins de notificacdo (Brasil 1992, 1998a). As
condi¢gdes associadas com maior incidéncia acumulada, para o periodo de 1980-1999,
foram: candidiase (59,2%), tuberculose (25,5%), pneumonia por Pneumocystis carinii

(PCP) (23,0%), neurotoxoplasmose (15,3%) e herpes zoster (12,5%) (Guimaraes, 2000).

Nosso estudo mostrou-se semelhante a literatura nacional e verificou uma
constancia da tendéncia temporal das doengas, uma vez que os dados dos prontudrios dos
pacientes de 1983 a 2004 evidenciaram o predominio de candidiase (40,1%), tuberculose
(20,9%), herpes zoster (16,3%), PCP (15,7%), e toxoplasmose (11,3%), contribuiu para
tracar o perfil clinico da populacdo de estudo, em relacdo a freqii€éncia das principais

doencas infecciosas (Tabelas 8 € 9).

O presente estudo demonstrou que 55,9% dos pacientes estudados apresentaram
pelo menos uma infecgdo flingica no decorrer da infec¢do pelo HIV. Deste total, 60,8% dos
pacientes apresentaram apenas uma infeccdo, 35,9% apresentaram de 2 a 3 infeccoes e

3,3% apresentaram mais de 3 infec¢des causadas por fungos (Tabela 7).

Barchiese et al. (2002) ao avaliarem a prevaléncia de coloniza¢do em func¢do da
carga viral, quantificacio de linfécitos CD4", esquema anti-retroviral utilizado e
antecedente de candidiase de orofaringe verificaram que o unico fator que influenciou a
presenca de colonizagdo foi o antecedente de candidiase de orofaringe (p=0.009), que foi
presente em 35% dos pacientes colonizados e em 9% dos nado colonizados. Estudo realizado
por Gottfredsson et al. (1999) demonstrou histéria prévia de infec¢do fingica em 36% dos
pacientes colonizados e 24% dos ndo colonizados, ndo sendo significativo, mas
evidenciando valores préximos ao encontrado por Barchiese e colaboradores quando

comparado ao grupo colonizado.

Assim como Barchiese et al. (2002), o presente estudo revelou significancia
(p=0.0467) para histéria prévia de candidiase, identificada em 37,4% dos pacientes
colonizados e 27,1% dos pacientes ndo colonizados. Das infeccdes oportunistas causadas
por virus, herpes zoster foi a mais freqiiente (p=0.069) evidenciada em 22,4% dos pacientes

colonizados e 11,4% dos pacientes ndo colonizados. O grupo colonizado apresentou maior
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incidéncia de onicomicose (p=0.0287) e linfoma ndo Hodgkin (p=0.038), quando
comparado ao grupo nao colonizado, ressaltando que apenas os pacientes do grupo

colonizado apresentaram linfoma nao Hodgkin (Tabela 9).

O presente estudo revelou um percentual pequeno de pacientes que nao
apresentaram infeccdes oportunistas desde a infeccao pelo HIV até o momento da coleta do
material clinico da mucosa oral, sendo 28 (20%) dos 140 pacientes colonizados e 51
(27,7%) dos 184 pacientes nio colonizados. A este achado esta relacionado a classificacao

clinica da infec¢do pelo HIV.

Sa@o poucos os estudos que citam a classificagdo clinica da infec¢do pelo HIV,
dentre eles destacamos o de Tacconelli et al. (2002) que revelaram 27% de pacientes
classificados como B € 72% como C, em um universo de 69 pacientes com infec¢do pelo

HIV em uso de TARV com candidiase oral.

Recentemente, Melo et al. (2004) estudaram a flora oral de Candida em
pacientes com infeccdo pelo HIV em uso de TARV. Foram obtidos 173 isolados da
cavidade oral de 114 pacientes do Hospital de Clinicas da Unicamp, de agosto de 1997 a
janeiro de 1999. Os pacientes foram classificados em quatro: A2, B2, B3 e C3, de acordo
com os critérios definidos pelo sistema de revisdo da classificacdo do centro para controle
de doengas e a prevencdo (CDC 1993). Verificou-se que o grupo C3 foi o mais freqiiente

(41,2%), seguido dos grupos B2 (32,4%), B3 (18,4%) e A2 (7,8%).

Nosso estudo ndo encontrou significancia em relacdo a classificacdo clinica da
infeccdo pelo HIV, quando comparado os dois grupos estudados. No entanto, revelou que a
classificagdo clinica mais prevalente foi a C3 representada por 50,9% dos pacientes

estudados, assim como descrito por Melo et al. (2004) (Tabela 10).

Recentes estudos t€m investigado o efeito direto dos IPs sobre a C. albicans
(Cassone et al., 1999; Diz Dios et al., 2000; Patton et al., 2000; Blanco et al., 2003). Desde
a introducdo desses agentes no tratamento da aids, tem ocorrido reducao da incidéncia de
candidiase oral, mesmo na presenca de resisténcia do HIV ao tratamento anti-retoviral ou

antes da recuperacdo do nimero de células CD4" (Cauda et al., 1999). Os IPs inibem a
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secrecdo da aspartil proteinase da C. albicans que é o principal fator patogénico dessa
levedura e apresenta semelhangas em relacdo a proteinase do HIV (Cassone et al., 1999;

Diz Dios et al., 2000).

Cauda et al. (1999) realizaram um estudo observacional caso-controle
prospectivo, durante um ano, com o objetivo de avaliar o impacto da TARV sobre a
incidéncia de infec¢Oes oportunistas. Os autores compararam 30 pacientes que utilizaram
IPs e 63 que ndo o utilizaram e observaram notdvel reducido da incidéncia de candidiase
orofaringea nos pacientes tratados com IPs, em comparacdo com aqueles ndo tratados. No
primeiro grupo, apenas 2/30 pacientes (6,6%) apresentaram recorréncia de candidiase e no

segundo, 36/63 (54%) sofreram um ou mais episodios de candidiase durante o estudo.

Em estudo realizado com 75 pacientes que nao utilizaram antifingicos, pelo
menos um episdédio de candidiase orofaringea ocorreu em 56% dos pacientes enquanto
receberam apenas inibidores da transcriptase reversa; esta cifra caiu para 9,3% dos
pacientes, depois que eles receberam a terapia combinada contendo inibidor de protease
durante pelo menos 6 meses. Neste estudo, a reducdo dos episédios de candidiase
orofaringea foi relacionada com o aumento das contagens de células CD4" e de neutéfilos

circulantes (Diz Dios et al., 1999).

Objetivando comparar a prevaléncia de lesdes orais antes e apds o advento dos
IPs, Patton et al. (2000) avaliaram um grupo de 271 pacientes no periodo de maio de 1995 a
fevereiro de 1999. Foi observada queda da prevaléncia de lesdes orais, de 47,6% para
37,5% (p=0.014). Com relacdo a candidiase orofaringea, a redu¢do observada foi discreta:
de 20,3% para 16,7% (p=0.272), ao contrario do observado por outros autores

(Cassone et al., 1999; Cauda et al.,1999; Diz Dios et al., 1999; Korting et al., 1999).

Estudo realizado por Costa et al. (2006), descreveu que 79,1% dos pacientes
colonizados e 75,7% dos nao colonizados por Candida spp. em cavidade oral faziam uso de
TARYV, no entanto ndo cita os esquemas utilizados nem o uso de IP. Gottfredsson et al.
(1999), mostraram que do total de 83 pacientes estudados, 48% dos colonizados e 52 % dos
nao colonizados por Candida spp. na cavidade oral faziam uso de TARV com IP, no

entanto também ndo descreveram o esquema anti-retroviral utilizado. Ambos os estudos
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nao analisaram o impacto da TARV com IP no tratamento da candidiase, por este motivo

nao podemos utilizd-los como referéncia para anélise deste dado, no presente estudo.

O principal estudo de referéncia, do presente trabalho, realizado por Barchiese
et al. (2002) ndo evidenciou diferencas significativas em relacdo ao esquema anti-retroviral
com ou sem IP ao comparar grupo de pacientes com presenca e auséncia de colonizagao
oral por Candida spp.. O estudo demonstrou que 68% dos pacientes colonizados e 50% dos
nao colonizados faziam uso de 2 NRTIs + 1 IP, que 29% dos pacientes colonizados e 44%
dos ndo colonizados faziam uso de 2 NRTIs + 1 NNRTI e que os demais faziam uso de

3 NRTIs.

Assim como no estudo de Barchiese et al. (2002), o presente estudo evidenciou
a prevaléncia do wuso de esquemas anti-retrovirais preferenciais, conforme as
recomendacdes para terapia anti-retroviral em adultos e adolescentes infectados pelo HIV,
do Ministério da Sadde, 2004. Do total de pacientes estudados, 40,8% fizeram uso de 2
NRTIs + 1 NNRTI, (37,9% colonizados e 42,9% néo colonizados) e 35,2% de 2 NRTIs + 1
IP (33,6% colonizados e 36,4% nao colonizados) (Tabela 11).

Embora estudos da literatura demonstrem que os IPs atuam na protease do HIV
e também na producdo de proteinase aspdrtica pelo C. albicans (Gruber et al., 1998;
Borg-Von et al., 1999; Cassone et al., 1999; Cauda et al., 1999; Diz Dios et al., 1999;
Korting et al., 1999), tanto o estudo de Barchiese et al. (2002) como o nosso, verificaram
que o uso de IP ndo influenciou na presenca ou auséncia de colonizacido de orofaringe por

Candida (Tabela 12).

Esperdvamos que o uso do IP pudesse diminuir a coloniza¢do por Candida na
cavidade oral considerando os estudos prévios sobre o efeito de PI na reducido da
reincidéncia de candidiase oral (Kirkpatrick et al., 1998; Martinez et al., 2002). Nossos
resultados sugerem enfaticamente que o estado imune dos pacientes determinou maior
prevaléncia no transporte de leveduras nestes pacientes do que o ndao uso de IP. De
particular interesse, nossos pacientes infectados por HIV que colonizaram a Candida na

cavidade oral foram submetidos a terapia anti-retroviral de resgate se comparados com nao
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colonizados, corroborando nossa hipdtese de que a colonizagdo por Candida foi

principalmente determinada pelo estado imunoldgico de nossos pacientes.

Nossa populagdo de estudo contou com um nimero substancial de pacientes se
comparada com estudos prévios e com pacientes estudados que foram submetidos a terapia
ARYV por um longo periodo de tempo. Quando analisamos a porcentagem de transporte da
Candida de acordo com o ano de diagndstico do HIV, ndo achamos diferenca significativa
comparando pacientes diagnosticados entre 1983 e 1995 com aqueles diagnosticados
recentemente, independente do tratamento com ARV. De maneira interessante, a duracio
do tempo de uso da TARV ndo foi correlacionada com o status de transporte. Esperamos
que pacientes sob uso prolongado de terapia ARV e uso de IP podem hospedar Candida de
uma maneira menos freqiiente, baseando-se na potente atividade antifiingica destas drogas
de acordo com estudos in vitro (Korting et al., 1988; Gruber et al., 1999) e dados clinicos

(Tappuni et al., 2001).

Por nota, nossos pacientes colonizados por Candida na cavidade oral tiveram
significativamente mais infeccdes oportunistas, como candidiase oral previa, onicomicose,
herpes zoster e 4 pacientes com linfoma ndo Hodgkin. Se comparados com nossos
pacientes ndo colonizados foram substantivamente consistentes com os dados laboratoriais

que demonstraram quantidade menor de células CD4* mm® e carga viral detectével.

Em conclusdo, nossos dados sugerem que o status imunoldgico dos pacientes
infectados por HIV estava diretamente correlacionado com a colonizagdo por Candida spp.
na cavidade oral. Nossos pacientes estavam significativamente mais imunossuprimidos do
que aqueles ndo colonizados. Seu estado de imunossupressiao foi consistente com nossos
resultados obtidos de diferentes anélises: tais pacientes tiveram mais infec¢des oportunistas
prévias e malignidades, contagem de células CD4", carga viral mais detectdvel
(> 50 copias/mL) e foram submetidos mais freqiientemente a TARV de resgate. O tempo de
duracdo da infecc@o por HIV aparentemente ndo influenciou o risco de colonizacdo pelas
espécies de Candida nem por um sorotipo particular. O fato importante foi que nossos
pacientes “sofreram significativamente na TARV de resgate”. Concluimos que o uso de T
ARV efetiva é essencial para determinar carga viral indetectdvel, contagem maior de

células CD4" e conseqiientemente melhora do status imunolégico em pacientes; € ndo 0 uso
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de IP. Nossos achados enfatizam a complexidade da colonizagdo por Candida oral em
pacientes infectados pelo HIV que se submetem a terapia ARV. Como novas classes de
agente anti-retrovirais estdo sendo lancadas, serdo necessdrios estudos adicionais

envolvendo acompanhamento.

O estudo epidemiolégico, do presente trabalho, contribuiu de forma
significativa para tracar o perfil epidemioldgico dos pacientes HIV positivos, em uso de
TARYV, acompanhados no Ambulatério Geral de Infectologia no HC/Unicamp e no
Ambulatério do Grupo de Pesquisa Clinica da Unidade de Pesquisa Clinica (UPC) da
Disciplina de Infectologia da FCM/Unicamp, no periodo de agosto de 2003 a abril de 2004.

5.2- Estudo microbioldgico

A compreensdo progressiva sobre a dindmica viral e celular, e o melhor
conhecimento dos mecanismos de acdo farmacoldgica e de resisténcia aos medicamentos
anti-retrovirais t€ém permitido substanciais avangos no controle clinico da imunodeficiéncia
causada pelo HIV. Entretanto, a TARV é um campo extremamente complexo e dindmico e,
apesar dos muitos avancos ocorridos nos ultimos anos, questdes importantes como o
impacto desta em relagc@o a colonizagdo por Candida na orofaringe em pacientes com aids
carecem de estudos, para permitir a sua utilizacdo de forma mais ampla na prética clinica
diaria com eficicia e seguranga, dentre eles: aumento da incidéncia de espécies
nao-albicans, resisténcia de Candida spp. devido ao uso prévio de antiftingicos, uso de
novos antifingicos, estratégias de tratamento e manejo dos efeitos colaterais de longo

prazo. Para tal, seguem-se os comentarios sobre os resultados abaixo:

Encontramos na literatura uma rica bibliografia referente a colonizagdo oral por
Candida spp. em pacientes com infec¢do pelo HIV, dentre eles o estudo realizado por
Vargas e Joly (2002). No entanto, sdo poucos os estudos que pesquisaram o impacto da
TARV em grupos colonizados e ndo colonizados por Candida spp. na cavidade oral de
pacientes com infec¢do pelo HIV em uso de anti-retovirais (Gottfredsson et al., 1999;

Barchiese et al., 2002; Costa et al., 2006).
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As taxas de colonizagdo por Candida spp. em cavidade oral de pacientes com
infeccao pelo HIV e em uso e TARV té€m sido bastante varidveis, como demonstrado nestes
recentes estudos: 62,6% (Costa et al., 2006), 67% (Barchiese et al., 2002) ¢ 70%
(Gottfredsson et al., 1999).

Em estudo prospectivo com 132 pacientes com aids, conduzido no Brasil,
Milan et al. (1998) observaram que 81,8% dos pacientes apresentavam cultura positiva para
Candida spp. na cavidade bucal. E importante salientar que mais da metade dos pacientes

fazia uso de TARV.

O presente trabalho evidenciou taxa de colonizacdo oral por Candida spp. em
140 (43,2%) pacientes dos 324 estudados, representando o grupo colonizado. Esta taxa foi
mais baixa que as encontradas por Milan et al. (1998), Gottfredsson et al. (1999),
Barchiese et al. (2002) e Costa et al. (2006) (Figura 1).

C. albicans foi a espécie predominante no presente estudo, sendo verificada em
84,5% dos 140 pacientes colonizados, assim como o verificado por Gottfredsson et al.
(1999), Barchiese et al. (2002) e Costa et al. (2006), que encontraram prevaléncia de 50%,

93% e 95% de C. albicans na colonizacao oral, respectivamente.

No estudo prospectivo de Milan et al. (1998) foi evidenciada a prevaléncia de
C. albicans em 78% das cepas isoladas. No estudo multicéntrico de Sant’Ana et al. (2004)
também realizado no Brasil, para avaliar a flora oral por Candida, em pacientes com
infeccdo pelo HIV, foi mostrado que 91% eram C. albicans e 9% eram espécies

ndo-albicans. Do total de pacientes estudados, somente 37% faziam uso de TARV.

Aumento do nimero e das espécies ndo-albicans, representado em 42,1%, foi
relatado por Melo et al. (2004), no Brasil, ao estudarem a flora oral de pacientes HIV
positivo, em uso de TARV. Dentre as espécies mais prevalentes destacam-se: C. krusei
(13 cepas), C. lusitaniae (9 cepas), C. tropicalis (8 cepas), C. parapsilosis (8 cepas) e
C. glabrata (5 cepas). A prevaléncia de espécies ndo-albicans aumenta com o declinio
imunoldgico e a exposi¢cdo a drogas antifingicas (Tumbarello et al., 1997; Hunter et al.,

1998).
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Costa et al. (2006) demonstraram que C. tropicalis e C. parapsilosis foram as
espécies nao-albicans mais freqiientes isoladas da cavidade oral de pacientes com infecgdo
pelo HIV em uso de TARV. C. krusei e C. glabrata foram as espécies mais prevalentes no
estudo realizado por Barchiese et al. (2002) e Milan et al. (1998). No recente estudo de
Sant’Ana et al. (2004) as espécies ndo-albicans mais isoladas foram C. glabrata e

C. tropicalis.

No presente trabalho as espécies ndo-albicans representaram 15,5% do total de

cepas isoladas, com predominio de C. glabrata e C. tropicallis (Figura 2).

Com relag@o aos sorotipos de C. albicans, foi observado, no presente estudo,
que 88,5% das cepas de C. albicans foram identificadas como sorotipo A e 11,5% como
sorotipo B. A identifica¢do dos sorotipos de C. albicans tem sido utilizada com propositos
epidemioldgicos (Barturen et al., 1995), mas ndo parece haver relacdo entre o sorotipo de
C. albicans e a patogeneidade da cepa, bem como ndo se pode associar um sorotipo em
particular como indicador de imunossupressao (Torssander et al., 1996; Oliver et al., 1999).
Entretanto foi demonstrado que determinantes do sorotipo A estdo largamente envolvidos
em mecanismos de aderéncia de C. albicans as células epiteliais bucais humanas

(Miyakawa et al., 1992).

A maioria dos estudos realizados na Europa e Américas aponta que o sorotipo
A € o mais freqlientemente isolado na orofaringe de individuos HIV positivo ou HIV
negativos. Capoluongo et al. (2000) estudaram 41 cepas de C. albicans (78% sorotipo A e
22% sorotipo B) isoladas da cavidade oral de 41 pacientes com coloniza¢do oral.
Sanchez-Vargas et al. (2005) conduziram estudo longitudinal da cavidade oral de 111
(51 adultos e 60 criancas) pacientes com infec¢do pelo HIV e 201 (109 adultos e 92
criancas) pacientes sem infec¢do pelo HIV. Os autores identificaram colonizac¢io oral por

62/71 cepas de C. albicans sorotipo A e 9/71 cepas de C. albicans sorotipo B.

Estudos realizados no Brasil apresentaram taxas de colonizacdo oral pelo
sorotipo A de 69,3% (Sant’Ana et al., 2002), 70% (Pires et al., 1996; Melo et al., 2004) e

74,6% (Milan, 2001), quando analisadas o total de C. albicans isoladas em ambos os
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estudos. Estes achados estdo de acordo com os dados do presente estudo, no entanto foi

encontrada incidéncia mais alta do sorotipo A do que as relatadas pelos autores acima.

O presente trabalho verificou o predominio de C. albicans e grande diversidade
de espécies ndo-albicans, incluindo-se C. dubliniensis. No entanto, estudos futuros sao
necessdarios para compreender diferencas microbioldgicas e clinicas entre os sorotipos de

C. albicans.

Casos de colonizagdo ou infec¢do por mais de uma espécie de levedura na
cavidade oral de pacientes com aids tem sido relatada por alguns autores

(Martins et al., 1997; Milan, 2001; Tacconelli et al., 2002).

A taxa de colonizac¢ao mista e coinfeccao por C. albicans e C. ndo-albicans em
cavidade oral de 82 pacientes com aids, publicada por Martins et al. (1997) foi de 18%. No
estudo realizado por Milan (2001) a taxa de coinfeccao oral por mais de uma espécie foi de
8,6% e as associagdes mais freqlientes foram C. albicans + C. glabrata (5 casos) e
C. albicans + C. tropicalis (2 casos). Tacconelli et al. (2002) identificou taxa de
colonizacdo mista de 18%, idéntica a taxa relatada por Martins et al. (1997) e associagdo de
C. albicans + C. glabrata (7 casos) a mais prevalente, concordando com os relatos achados

por Milan (2001).

No presente estudo foram isoladas 154 cepas de 140 pacientes do grupo
positivo. A taxa de colonizagdo mista foi de 16,88% e mostrou-se proxima as taxas
relatadas por Martins et al (1997) e Tacconelli et al. (2002). Foi identificada em 12
pacientes, dos quais 2/12 apresentaram colonizagdo por trés espécies de Candida e 8/12 por
duas espécies (Tabela 17). Ao contrario dos estudos de Milan (2001) e Tacconelli et al.
(2002), no presente trabalho nio foi evidenciada prevaléncia de associagdo de espécies,
uma vez que estas foram diferentes entre si. E importante ressaltar que 2/12 pacientes
apresentaram associacdo pela mesma espécie (C. albicans sorotipo A), no entanto uma
associacdo mostrou diferenca entre os perfis moleculares e a outra entre os perfis
fenotipicos. Ndo existem relatos na literatura sobre estas diferengas, por este motivo nao foi
possivel comparar este dado. A este achado ressaltamos a importincia de se realizar um

isolamento e identificacdo das leveduras de forma eficaz e confidvel.
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Candida dubliniensis ¢ uma levedura considerada emergente, originalmente
associada com a colonizacdo e infeccdo oral em pacientes HIV-positivos e com aids
(Sullivan et al., 1995; Coleman et al., 1997; Sullivan et al., 1997). Segundo Sullivan e
Coleman (1998), na maioria dos casos, isola-se C. albicans e C. dubliniensis na mesma
placa e, como a identificacdo € desenvolvida a partir de uma tnica colonia, C. dubliniensis
pode ser negligenciada ou erroneamente identificada, com base na producdo de tubo

germinativo.

Nesse sentido, hd grande preocupagdo de varios autores na inclusdo de meios de
isolamento que permitam a identificacdo preliminar de C. dubliniensis, como é o caso do
CHROMagar Candida (CHROMagar Microbiology, Paris, France) e do dgar Sabouraud
com azul de metileno que evidencia fluorescéncia de C. albicans, mas ndo em
C. dubliniensis, permitindo diferencid-las. Os testes fenotipicos que permitem a
caracterizacdo de C. dubliniensis incluem sacarose (+), xilose (-) e auséncia de crescimento
a 42-45°C (Kirkpatrick et al., 1998). No entanto, estudos evidenciaram que os testes
fenotipicos, quando utilizados isoladamente s@o insuficientes para a identifica¢ao definitiva

de C. dubliniensis (Schoofs et al., 1997; Kirkpatrick et al.,1998; Odds et al., 1998).

Com relagdo a incidéncia desta levedura, os melhores dados disponiveis sdo os
da populacdo irlandesa, onde foi isolada da boca de 27% de individuos HIV positivos e de
32% de pacientes com aids e candidiase oral. Da cavidade oral de individuos sadios foi
1solada de 3% e dos HIV negativos, mas com candidiase oral foi de 14,6% (Sullivan e
Coleman, 1998; Sullivan et al., 1998; Sullivan et al., 1999). Nos Estados Unidos, as taxas
elevadas variaram de 11,1 a 17,5% (Kirkpatrick et al., 1998; Meiller et al., 1999).

O primeiro relato brasileiro na literatura foi realizado por Sano et al. (2000) que
1solaram C. dubliniensis da cavidade oral de uma crianga de 3 anos HIV positiva, atendida

no departamento de pediatria do HC/Unicamp.

No estudo de Milan et al (2001), 13/177 (7,3%) isolados da cavidade oral com
colonias verdes no CHROMagar Candida ® apresentaram crescimento débil ou ausente a
42°C. Apesar deste método fenotipico ser considerado o melhor teste de triagem, a

identificacao definitiva de C. dubliniensis s6 pode ser determinada através do uso de provas
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moleculares apropriadas. Dos 13 isolados selecionados, quatro apresentaram identificagao
genotipica de C. dubliniensis e foram recuperados de trés pacientes com categorias clinicas

A2 e A3, de acordo com o sistema de classificacao do CDC.

De acordo com Sullivan et al. (1999), muitos dos pacientes HIV positivos
colonizados por C. dubliniensis t€m histéria de candidiase oral recorrente e t€m recebido
tratamentos prolongados com azodlicos. Os fatores de risco para adquirir infeccdo por
C. dubliniensis permanecem obscuros (Kirpatrick et al., 1998; Schoofs et al., 1998).
Segundo Milan (2001), a baixa incidéncia (2,2%) de isolados de C. dubliniensis coletados
da cavidade oral de pacientes assintomaticos na fase inicial da aids, pode estar associada a
auséncia do uso prévio de azodlicos, uma vez que os pacientes ndo tinham utilizado

antifingicos nos ultimos 10 meses.

No presente trabalho, 10/132 (7,6%) isolados da cavidade oral com coldnias
verdes no CHROMagar Candida® apresentaram xilose negativa (Tabela 15). A auséncia de
crescimento a 42°C foi evidenciada em 7/132 (5,3%) dos isolados e o crescimento débil a
42°C em 22/132 (16,6%) dos isolados. Apesar do método fenotipico de crescimento a 42°C
ser considerado o melhor teste de triagem, o mesmo nao mostrou 100% de eficicia. Ao
contrdrio do teste de xilose, que assim como Kirkpatrik et al. (1998), mostrou-se eficaz.
Assim como no estudo de Milan (2001), a identificacdo definitiva de C. dubliniensis s6
pode ser determinada através do uso de prova molecular apropriada. Dos 10 isolados
selecionados, dois apresentaram identificacdo genotipica de C. dubliniensis e foram
recuperados de pacientes com categorias clinicas A2 e C3, de acordo com o sistema de

classificagao do CDC (Tabela 16).

Igualmente ao descrito por autores nacionais, o presente estudo determinou uma
baixa incidéncia 2/132 (1,5%) de C. dubliniensis na populagdo HIV positiva brasileira.
Segundo Milan (2001), a baixa incidéncia de C. dubliniensis na populagdo HIV positiva
brasileira pode refletir uma peculiaridade genuina dessa populacdo, em decorréncia de
aspectos geograficos, sociais € clinicos. Nao sendo de surpreender que C. dubliniensis

tenha exibido padrdes epidemioldgicos em diferentes paises.
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No entanto, verificou-se que o paciente C3 fez uso prévio de fluconazol e
nistatina e apresentava, no momento da coleta da amostra, carga viral indetectidvel e CD4"
abaixo de 200 cels/mm’ e que o paciente A2 ndo fez uso prévio de antifingico e
apresentava, no momento da coleta da amostra, carga viral detectdvel e CD4" acima de 350
cels/mm’. A estes achados, concluimos que ainda é incerta a correlagio entre
C. dubliniensis e a categoria clinica da aids, a contagem de CD4", a carga viral € 0 uso

prévio de azdlicos.

O presente estudo foi concordante com a literatura e verificou que os testes
fenotipicos de identificacdo de C. dubliniensis ndo sdo confidveis, sendo necessdria a

utilizacdo de métodos moleculares, tais como o seqiienciamento, para diferencia-las.

A revolucdo na biologia molecular tem aumentado, dramaticamente, a
capacidade dos pesquisadores para estudar inimeras infec¢des flingicas, especialmente
aquelas causadas pelo patégeno oportunista C. albicans e outras espécies de Candida.
Muitos sistemas moleculares encontram-se disponiveis para os propoésitos cientificos

epidemioldgicos, genéticos, evolutivos, taxondmicos e sistemaéticos (Boriollo et al., 2005).

Métodos de genotipagem mostram similaridade entre amostras colonizadoras e
infectantes, demonstrando a provavel origem enddgena da maioria das infec¢des por tais

patogenos (Cole et al., 1996; Nucci et al., 2001).

Recentemente, a genotipagem de C. albicans tem sido realizada na tentativa de
definir associagOes patogénicas. Essas técnicas incluem o PFGE para a realizagdo da
cariotipagem, o qual € empregado principalmente para esclarecer as diferencas inter e intra
especificas, sendo considerado a melhor abordagem para a diferenciagao entre cepas. O
espectro de caridtipos de C. albicans isolados de pacientes HIV positivos € amplo, segundo

alguns autores e reduzido, de acordo com outros (Capoluongo et al., 2000).

Com o objetivo de determinar a variabilidade genotipica de 41 cepas de
C. albicans (78% sorotipo A e 22% sorotipo B) isoladas da cavidade oral de 41 pacientes
com colonizacdo oral, Capoluongo et al. (2000), através da técnica de PFGE, observaram a

geracdo de 41 perfis genotipicos distintos, indicando alta variabiliadde genotipica. O
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sorotipo A foi dominante e o sorotipo B estava presente nos pacientes em estdgio avangado
da doenca (35% nos estidgios B e C) conforme classificacio do CDC, no entanto esta

diferenc¢a ndo foi significativa.

Pfaller et al. (1994) avaliaram, por PFGE, 121 isolados de C. albicans,
recuperados de 71 episddios de candidiase orofaringea em 29 pacientes avaliados durante
uma média de 3 meses. Os autores observaram considerdvel diversidade genética entre as
cepas de C. albicans obtidas de individuos com aids e candidiase orofaringea. Embora 38%
dos pacientes estivessem infectados ou colonizados pelo mesmo subtipo de DNA em
culturas seqiiéncias, a maioria (62%) dos pacientes apresentaram episddios seqiienciais de

infecc¢do causados por subtipos diferentes de DNA de C. albicans.

Lupetti et al. (1995) realizaram estudo comparativo por PFGE de isolados da
cavidade oral de 40 pacientes com infeccdo pelo HIV (sintomadticos para candidiase oral) e
26 individuos saudaveis. Sete a 10 bandas cromossdmicas dos perfis genotipicos foram
obtidas com significancia e reprodutibilidade diferentes na distribuicio do DNA. Foram
identificadas 7 classes de C. albicans, as quais foram designadas como tipo A (8 bandas), B
(8 bandas), C (7 bandas), D (9 bandas), X (10 bandas), Y (10 bandas) e Z (9 bandas). Os
autores demonstraram que os tipos mais encontrados foram A, B, C e D em ambos os
grupos. Para o grupo com infeccdo pelo HIV foram encontrados os tipos B (61,5%) e C
(38,5%) e para o grupo sauddvel os tipos B (45%), C (25%), A (15%) e D (7,5%). A
prevaléncia dos tipos de gendtipos B e C, em pacientes com infeccao pelo HIV, assim
como nos individuos sauddveis, sugere que cepas comensais na cavidade oral de individuos
sauddveis seja talvez subseqiiente agente prevalente de candidiase oral nos individuos

imunocomprometidos.

O presente trabalho observou considerdvel diversidade genotipica entre as
cepas de C. albicans sorotipo A, uma vez que identificou 15 perfis gendmicos entre as 115
cepas estudadas, dos quais os perfis predominantes A; (56,5%) apresentou 7 bandas
cromossOmicas e o perfil Az (16,5%) apresentou 8 bandas cromossOmicas
(Tabela 18 e Figuras 4 e 5). Estes achados foram similares aos resultados descritos por
Lupetti et al. (1995), que encontraram 7 classes de C. albicans para 66 cepas estudadas e

verificaram que as classes B e C eram as mais prevalentes, com 8 e 7 bandas
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cromossdmicas, respectivamente. Ao realizar andlise visual dos perfis predominantes de
ambos os estudos, observou-se que os mesmos sdo idénticos, no entanto ndo podemos
afirmar estes achados sem realizar corrida eletroforética com as cepas juntas. A estes
achados podemos sugerir que existe um perfil predominante entre as cepas de C. albicans
que colonizam a cavidade oral de pacientes com infeccao pelo HIV, antes e pds-tratamento
com anti-retrovirais, uma vez que Lupetti e colaboradores ndo citam o uso de TARV pelos

pacientes estudados.

Em relacdo as 15 cepas de C. albicans sorotipo B observou-se, no presente
estudo, uma baixa diversidade genotipica, uma vez que foi identificado trés perfis
genomicos diferentes. O perfil predominante B; (86,6%) apresentou 7 bandas
cromossOmicas e os demais B, (6,7%) e o B3 (6,7%) apresentaram 9 e 8 bandas
cromossOmicas, respectivamente. Verificou-se que o perfil predominante B, de C. albicans
sorotipo B mostrou-se idéntico (100% similaridade) ao perfil predominante A; de
C. albicans sorotipo A (Tabela 18 e Figuras 6 e 7). Nao existem dados na literatura, que

comparem, genotipicamente, os sorotipos de C. albicans.

No estudo de Capoluongo et al. (2000) foram identificadas 9/41 cepas de
C. albicans sorotipo B isoladas da cavidade oral de 41 pacientes com infeccdo pelo HIV, as
quais mostraram variacao das bandas em padrdo gaussiano e foram associadas a individuos
em estadgio avancado da doenca (B e C), conforme classificacdo do CDC. Achados
similares foram observados no presente estudo, no qual verificou que 41/65, 8/65, 1/65 e
1/65 das cepas do perfil predominante A' de C. albicans sorotipo A foram isoladas de
pacientes no estagio C3, B3, B2 e C2, respectivamente, segundo classificacio do CDC.
Para o perfil A’de C. albicans sorotipo A verificou que 14/21, 3/21 e 1/21 das cepas foram
isoladas de pacientes no estdgio C3, B2 e C2, respectivamente. Em relacdo ao perfil
predominante B' de C. albicans sorotipo B verificou-se que 10/18 cepas foram
identificadas de pacientes no estdgio C3 e 2/18 no estdgio B2. Tanto o perfil B> quanto o B’

de C. albicans sorotipo B foram identificados de pacientes no estagio B2.
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A andlise do perfil molecular de C. glabrata observou heterogeneidade em
relacdo a todos os 7 perfis estudados (Tabela 19 e Figuras 8 € 9) e mostrou que PFGE ¢€
uma técnica eficaz para determinar a variabilidade desta espécie, assim os resultados

descritos por Di Francesco et al. (1999) e Klempp-Selb et al. (2000).

Heterogeneidade também foi observada no estudo do perfil molecular das duas
cepas C. dubliniensis, por PFGE, que revelou similaridade do perfil gendmico D* de 93% e
88% entre os perfis predominantes A' e A’ de C. albicans sorotipo A, respectivamente. O
perfil gendmico D' mostrou similaridade de 59% entre os perfis predominantes A' e A’ de

C. albicans sorotipo A (Tabela 19 e Figuras 10 e 11).

O tratamento da candidiase oral € geralmente efetivo e envolve, usualmente, o
uso topico ou sistémico de terapia antifiingica com drogas, como os poliénicos (anfotericina
B e nistatina) e os azdlicos (fluconazol, itraconazol e cetaconazol). No entanto, em razdo da
imunossupressdo nos pacientes com infeccdo pelo HIV, episddios de reinfeccdo sao
comuns e muitos destes pacientes sdo submetidos a tratamentos mais longos, como no caso

da infec¢do oral por C. albicans (Pfaller et al., 1994).

No presente estudo foi evidenciado que 45,7% dos pacientes fizeram uso prévio
de antiftingico e que, no momento da coleta, 4,3% estavam fazendo uso de antifiingicos
(Tabela 13). Nao foi evidenciada significancia em relacdo ao uso dos antiftingicos, quando
comparado os dois grupos de pacientes estudados, exceto para nistatina que apresentou
significancia para o grupo que apresentou colonizacdo por Candida spp. (p=0.014)

(Tabela 14).

Segundo Schuman et al. (1998), o uso prévio de antiftingicos foi associado a

maior colonizagdo por espécies de Candida nao-albicans (p=0.012).

Tacconelli et al. (2002) realizaram estudo da suscetibilidade aos azdlicos de 69
pacientes com candidiase oral, que apresentavam infec¢do pelo HIV e estavam em uso de
TARYV. O uso prévio de fluconazol, itraconazol e nistatina foi observado em 69%, 16% e
11% dos pacientes, respectivamente. Os autores compararam a resisténcia ao fluconazol e

itraconazol com a era pré TARV. Verificaram significativa reducdo de fluconazol de 45%
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para 10% (p<0.001) e de itraconazol de 37% para 7% (p<0.001). Este estudo mostra que o
uso de TARV reduz o uso de antifiingico, conseqiientemente, resulta em menor

colonizagdo/infec¢do por Candida nao-albicans e menor ocorréncia de resisténcia.

Os valores de CIM para C. glabrata e C. krusei sao habitualmente mais
elevados do que para C. albicans, visto que as duas primeiras espécies sdo naturalmente

menos sensiveis aos azdlicos. (Millon et al., 1994; Rex et al., 1995b; Rex et al., 1997).

Milan et al. (1998) conduziram o primeiro estudo brasileiro, para avaliar a
suscetibilidade aos antiftingicos de isolados de Candida spp. de cavidade bucal de pacientes
com aids, utilizando a metodologia preconizada pelo NCCLS e observaram taxa de
S-DD/resisténcia de 19% a um ou mais azdlicos, entre 109 pacientes colonizados ou
infectados por leveduras em cavidade bucal. As taxas de S-DD / resisténcia ao fluconazol,
itraconazol e cetoconazol foram de 10%, 16% e 13%, respectivamente. Cerca de 3,5%
(3/85) dos isolados de C. albicans e 75% (18/24) das espécies ndo-albicans (8 C. glabrata,

7 C. krusei e 3 outras) foram S-DD / resistentes a um ou mais azolicos.

Salobrena et al. (1999) estudaram 140 isolados de colonizacdo ou infecgdo
bucal de pacientes com aids e obtiveram taxa de resisténcia / S-DD de 8,5% (12/140) para
fluconazol e cetoconazol e de 10% (14/140) para itraconazol. E importante salientar que
100% dos isolados de C. ndo-albicans (3 C. krusei e 2 C. glabrata) foram S-DD ou
resistentes aos trés azolicos, enquanto 5,2% (7/135) das C. albicans foram S-DD ou
resistentes ao fluconazol e cetaconazol e 6,6% (9/135) foram S-DD ou resistentes ao

itraconazol.

A taxa de resisténcia ao fluconazol varia de 4 a 15% e os fatores de risco mais
relevantes s@o: imunossupressdo profunda, exposi¢do prévia aos azdlicos, com uso
prolongado ou de elevadas doses desses agentes, € uso prolongado de antibidticos. O nivel
plasmético de RNA do HIV-1 é bom preditor de colonizagdo orofaringea por Candida. No
entanto, ainda nao estd claro se este marcador é considerado fator de risco para a ocorréncia

de resisténcia ao fluconazol (Fitchtenbaum et al., 2000).
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Barchiese et al. (2002) ao avaliarem a prevaléncia de coloniza¢do em funcdo da
carga viral, quantificacio de linfocitos CD4", esquema anti-retroviral utilizado e
antecedente de candidiase de orofaringe demonstraram que 93% das amostras foram

sensiveis e que 7% foram S-DD ao fluconazol.

Colombo et al. (2006) realizaram, de marco de 2003 a dezembro de 2004,
estudo multicéntrico prospectivo de 712 casos de candidemia, diagnosticados em diferentes
centros de saude de nove grandes cidades do Brasil. Os autores observaram que a taxa de
incidéncias de levedura foi de 40,9% para C. albicans, 20,9% para C. tropicalis e 20,5%
para C. parapsilosis. Foi observada resisténcia ao fluconazol em 6 (0,8%) dos isolados,
incluindo C. albicans (1), C. glabrata (2) e C. krusei (3). Sensibilidade dose dependente foi
identificada em 27 (4%) dos casos, sendo: C. albicans (1), C. glabrata (15), C. krusei (5),
C. tropicalis (2), C. guilliermondii (2), C. pelliculosa (1) e Pichia ohmeri (1).

Ao avaliar o perfil de suscetibilidade dos 154 isolados (130 C. albicans e 24
C. ndo-albicans), no presente estudo, foi possivel observar maiores valores de CIM para

espécies ndo-albicans, as quais mostraram-se S-DD aos azdlicos, principalmente para

C. glabrata (Tabela 23).

Os 130 isolados de C. albicans (115 sorotipo A) e 15 (sorotipo B) mostraram-se
sensiveis as drogas estudadas e ndo evidenciaram diferengas significativas nos valores de

CIMs e CIM o9 entre os sorotipos (Tabela 22).

O presente estudo foi concordante com a literatura e permitiu verificar a
necessidade de vigilancia periddica em relacdo a suscetibilidade aos antiftingicos azdélicos

das espécies de Candida nao-albicans.

Este € o unico estudo transversal, realizado no Brasil, que se propde a avaliar o
impacto da TARV sobre a colonizacdo oral por Candida spp. em pacientes com infec¢ao
pelo HIV, com énfase em trés importantes varidveis da darea da sadde: a epidemiologia, a

clinica e a microbiologia.
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6- CONCLUSAO
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6.1- Estudo epidemiolégico e clinico

e A distribuicdo da freqiiéncia das 1O, no total de pacientes estudados, foi:
candidiase (40,1%), tuberculose (20,9%), herpes zoster (16,3), PCP (15,7) e

toxoplasmose (11,7).

e As IO que apresentaram significincia para o grupo colonizado foram: herpes

zoster (p=0.006), linfoma ndo Hodgkin (p=0.021).

e A presenc¢a de colonizagdo foi significativamente maior em pacientes com
carga viral detectdvel (p=0.002) e CD4"< 200/mm’ (p=0.006), observando

significancia de 0.001 quando comparado com o grupo ndo colonizado.

e O uso prévio de nistatina (p=0.014) foi significantemente maior no grupo

colonizado.

e Naiao houve diferencas entre os grupos estudados segundo a categoria clinica

da doenga, embora houvesse predominio da categoria C3 em ambos.

e O uso de IP ndo influenciou na presenca ou auséncia de colonizacdo oral por

Candida spp..

6.2- Estudo microbiologico

e Foi identificada coloniza¢ao mista por Candida spp. em cavidade oral de 12

pacientes.

e Houve predominio de C. albicans sorotipo A e grande diversidade de

espécies nao albicans, sendo as mais prevalentes C.glabrata e C. tropicalis

e Os testes fenotipicos ndo apresentaram poder discriminatério adequado para
a identificacdo de C. dubliniensis, quando comparados a identificacdao

genotipica.
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Foi demonstrada considerdvel diversidade genotipica entre as C. albicans
sorotipo A, as quais apresentaram 15 perfis gendmicos. O perfil

predominante (A") foi identificado em 56,5% das cepas.

Noventa (86,6%) das cepas de C. albicans sorotipo B apresentaram perfil
gendmico homogéneo e 100% de similaridade com o perfil predominante de

C. albicans sorotipo A.
As sete cepas de C. glabrata mostraram perfis genOmicos heterogéneos.

Os dois perfis gendmicos (D' e D% das duas cepas de C. dubliniensis
revelaram similaridade de 93% e 59%, quando comparados ao perfil

predominante de C. albicans sorotipo A, respectivamente.

As cepas de C. albicans mostraram-se sensiveis aos antifiingicos avaliados,
enquanto as espécies ndo-albicans apresentaram S-DD aos azdlicos,

principalmente C. glabrata.
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APENDICE 1

Az,
a¥

UNICAMP

Termo de Consentimento Informado

TITULO: Terapia anti-retroviral e colonizagdo oral por Candida spp. em pacientes com aids.
PESQUISADORES: Ana Cecilia Nastrini Delgado e Maria Luiza Moretti

LOCAL: Faculdade de Ciéncias Médicas - Unicamp

1. INTRODUCAO: Vocé estd sendo solicitado a participar de uma pesquisa realizada para estudar
varios aspectos relacionados ao fungo causador da candidiase oral. Neste documento, denominado
“Termo de Informagdo e Consentimento para Pesquisa Clinica”, constardo as informacdes relativas ao
estudo em questdo. Por favor, leia-o cuidadosamente, e ndo hesite em perguntar qualquer coisa sobre

as informagdes abaixo.

2. JUSTIFICATIVA: Os doentes com diagndstico de aids, na grande maioria, apresentam candidiase

oral (sapinho).

3. OBJETIVOS: Este estudo pretende caracterizar o agente causador dessa doenga, analisar aspectos
clinicos relacionados aos pacientes e avaliar a sensibilidade a antifiingicos, a fim de facilitar a

prevengdo e tratamento desta freqiiente infecg@o.

4. PROCEDIMENTOS DA PESQUISA: Se vocé aceitar participar deste projeto, serd solicitado a
assinar o formuldrio de consentimento. Um profissional da drea de satide fard uma entrevista e a seguir
colherd de sua cavidade oral (boca), material para exame, antes e ap6s o tratamento do “sapinho”, caso
vocé esteja com candidiase oral no momento. O mesmo exame serd realizado apds 6, 12, 18 e 24
meses e a qualquer momento, caso vocé apresente sinais de candidiase oral. A colheita serd feita com

swab (espécie de cotonete).

5. DESCONFORTO, RISCOS E BENEFICIOS: O método de colheita da cavidade oral, descrito
acima, e o exame clinico aos quais os participantes da pesquisa serdo submetidos sdo atraumaticos, ndo
invasivos e isentos de dor ou danos ao participante. Por outro lado oferecem elevada possibilidade de
gerar conhecimento para a compreensdo, diagndstico, prevencdo ou alivio desta infeccao fingica, que

afeta o bem estar e a sobrevida dos participantes desta pesquisa e de outros individuos.

Apéndices
159




6. CONFIDENCIALIDADE DOS REGISTROS: Vocé tem direito a privacidade. Toda informacdo
que for obtida em relacdo a este estudo permanecerd confidencial nos admbitos possiveis da lei,
assegurando protecdo de sua imagem, sigilo e respeito de valores culturais, sociais, morais, religiosos
e éticos. A menos que a revelagdo seja exigida por agdo legal ou regulatéria, todos os esforcos foram
feitos para protegé-lo de ser identificado pessoalmente. Como condicdo de sua participacdo nesta
pesquisa, vocé permite acesso aos dados obtidos durante o estudo, aos pesquisadores envolvidos nesta
pesquisa, aos membros do Comité de Etica responsiveis pela anilise do projeto e a agéncia
financiadora. Os resultados deste estudo poderdo ser apresentados em congressos ou em publicagdes,

porém sua identidade ndo sera divulgada nessas apresentagdes.

7. DIREITO em PARTICIPAR, RECUSAR ou SAIR: Sua participa¢do depende da sua total e livre
decisdo ou dos seus responsdveis. Vocé poderd decidir a ndo participar deste projeto sem que isto
acarrete qualquer perda ou prejuizo dos seus direitos ou atendimento como paciente. Uma vez
esclarecido e caso vocé concorde em participar, serd solicitado a assinar este formuldrio de
consentimento. Serd fornecida a vocé€ uma cépia, que deverd ser guardada. Pacientes com menos de 18
anos ou impossibilitados de assinar este formuldrio de consentimento, devem ser representados por um

responsavel ou tutor legal, que poderd assinar em seu nome.

8. CONTATOS: Se ainda houver qualquer divida sobre o estudo vocé poderd receber mais
esclarecimentos  falando com a Prof. Maria Luiza Moretti, (019) 3788-7013,
mluiza.moretti @terra.com.br ou também discutir seus direitos como paciente de pesquisa clinica com

o Comité de Etica em Pesquisa da FCM/Unicamp, (019) 3788-8936.

CONSENTIMENTO DO PACIENTE
Declaro que fui informado do objetivo do projeto e dos procedimentos, riscos e beneficios da
minha participagdo. Eu, de livre e espontianea vontade, concordo em participar e estou ciente de que poderei
suspender minha participacdo a qualquer momento, sem que isto afete meus direitos de receber atendimento

médico conforme necessario.

/ /
Assinatura do paciente ou responsavel Data
/ /
Assinatura do médico assistente Data
/ /
Assinatura da testemunha Data
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APENDICE 2

Ficha Clinica i
S
DATA: \ \ Y
UNICANMP

Terapia anti-retroviral e

O Ambulatério Geral de Doencas Infecciosos — HC/FCM Unicamp ¢0lonizagdo oral por Candida spp.
em pacientes com aids.
O Ambulatério do Grupo de Pesquisa Clinica — HC/FCM Unicamp

1. IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Nome:

HC: Idade: ___

Procedéncia: Telefone: ( )

Sexo: Masculino Feminino O Raca: Branco O Negro O Pardo O

2. CRONOLOGIA DO HIV
Diagnéstico da infecgdo (HIV): \ \

3. ATIVIDADE DE RISCO PARA AQUISICAO DE HIV

Sexual O Usudrio de drogas injetdveis 0 = Receptor de sangue 0 Vertical O

4. DADOS CLINICOS
o Infeccdo oportunistas causadas por virus, bactérias, protozodarios e neoplasias prévia e/ou atual:

Diagnéstico 1

Diagnéstico 2

Diagnéstico 3

Diagnéstico 4

Diagndstico 5

o Infeccdo oportunistas causadas por fungos prévia e/ou atual:

Diagnéstico 1

Diagndstico 2

Diagnéstico 3

Diagnéstico 4

Diagnéstico 5
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e (Candidiase oral atual: Ausente [ Presente O

e Classificacdo da categoria clinica da infec¢do pelo HIV:

5. TERAPIA ANTIFUNGICA

Uso atual: Nio O Sim O  Qual(s):

Uso prévio: Fluconazol O Itraconazol O Cetoconazol O

Miconazol O Anfotericina B 0  Nistatina O

6. TERAPIA ANTI-RETROVIRAL
Uso regular de TARV: Nao O Sim O

EsqueMa TARV:

7. QUADRO LABORATORIAL ATUAL

CD4* Data: \ \
Carga viral Data: \ \
8. OBSERVACOES
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APENDICE 3

Solucoes e Padrao de Peso molecular utilizados na tipagem molecular de Candida spp.

° Caldo YEPD

Extrato de levedura (DifCo) ......ueeeeeeeeee e 5g
Dextrose (SYNth)......cc.eeoiiiiiiiieee e e 10¢g
Bactopeptona (OX0id).......cccueeeriieeiiieriiieniieeeieeriee e 10¢g
AU dEStIAAA Q.S.P wevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 500 mL

Todos os componentes foram dissolvidos em dgua destilada e autoclavados a 121°C,

durante 5 minutos.

e EDTA 50mM pH 8,0

EDTA (SYNh)...eiiiiiiiiieee et 18,61¢g

Agua deStilada QuS.P cveeveveeeeeeeeeieeeeeee et 1000 mL

O EDTA foi dissolvido em 700mL de dgua destilada no agitador magnético. Pastilhas
de NaOH foram acrescentadas até dissolugdo total do EDTA. O pH foi ajustado para 8,0.
O volume foi completado para 1000mL. A solucdo foi autoclavada a 121°C, durante 15

minutos e estocada em TA.

e EDTA 0,5M pH 8,0
EDTA (SYNth)...ceiiiiiieiiieeee ettt 186,1¢g
AU dESHIAAA QuS.P «.veoveeveeeeceeeeee et 1000 mL
O EDTA foi dissolvido em 700 mL de 4dgua destilada no agitador magnético.
Pastilhas de NaOH foram acrescentadas até dissolucdo total do EDTA. O pH foi ajustado
para 8.0. O volume foi completado para 1000 mL. A solucdo foi autoclavada a 121°C,

durante 15 minutos e estocada em TA.
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o Solucdo de N-Lauroylsarcosine a 10%
N-Lauroylsarcosing (S1ZMA) ......ceevuveerriveeriireeniiieeniieeniieesieeesieeesneeenns 10¢g
Agua deStilada QuS.P. ceveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL
O N-lauroylsarcosine foi dissolvido em agua destilada, esterilizado por filtracio e

estocado em TA.

° Tris 1M pH 7,5
Trizma base (SYNth) ......coooiiiiiiiiiiiece e 60,6 g
Agua destilada q.S.P. «vveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 500 mL
O trizma base foi adicionado a 300mL de dgua destilada e o pH foi ajustado para 7,5.
O volume foi completado para S00mL e a solugdo foi autclavada a 121°C, durante 15

minutos.

. Solucio tampao para proteinase K (NET)
Trizma base 1M PH 7,5 ..oooooiiieiieeeee et 1 mL
EDTA O,5M pH 8,0 ..eeiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeieeeesiee e eeeeeeeee. 90 mL
N-Lauroylsarcosing 1096 ........ccccueeviiieniiiiiiiiiiieeieeeieeeeeeeee e 10 mL
Todos os componentes da férmula, previamente esterilizados, foram homogeneizados

e estocados em TA.

. Gel de agarose de baixo ponto de fusao dos blocos

Agarose low melt (Bio Rad) ......cccoveeiiiiniiiiie e, 0,1g
EDTA O,5SM PH 7,5 oottt e e e ae e 2,5 mL
Agua destilada ..........o.cooevivieceeeeeeeeeeeee e 7,5 mL

A agarose foi diluida em &4gua destilada e EDTA 0,5M pH 7.5, até tornar-se
completamente limpida. A temperatura foi estabilizada a 58°C, em banho-maria, até o

preparo dos blocos.
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. Gel de agarose para PFGE (0,8%)

Agarose ultra-pure (GibCO).......coecvveeriieeriiieeiiie et 12¢g
TBE S5X et 15 mL
AUA deStIAAA . ... 135 mL

A agarose foi dissolvida em 4gua destilada e TBE 5X até tornar-se completamente

limpida. A temperatura foi estabilizada a 58°C, em banho-maria, até o preparo do gel.

. Soluciao TBE 5X

TTIZIMA DASE e e e S4¢g
Acido BOICO (SYNEh).......veeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 275¢
EDTA O0,5M PH 8,0 ettt e e e eveeieenan e s 10 mL
Agua destilada q.S.P. eveeereeeeeiieeeiee e 1000 mL

O trizma base e o 4cido bdrico foram dissolvidos em dgua destilada no agitador
magnético e o EDTA foi adicionado. A solucdo foi autoclavada a 121°C, durante 15

minutos e estocada em TA.

J Soluciao TBE 0,5X

As substancias foram homogeneizadas e estocadas em TA.

. Solucao de brometo de etidio para corar o gel de PFGE (6uL/100mL)
Brometo de etidio (10mg/mL) .....c.coovvieriiiiiiieeiie e 15 ul
AU deSHIAAA ... 250 mL
As substancias foram homogeneizadas e dispensadas em cuba para corar o gel de

eletroforese.
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o Solucio estoque — Proteinase K
Proteinase K (S1ZMa) .....c.eevviiiiiiiiiiiieeiieeiee e 100 mg
AGUA AESHIATA ... 5 mL
A proteinase K foi diluida em agua destilada (20mg/mL) e estocada em aliquotas de

0,5mL, mantidas a -20°C.

. Solucao de Lyticase
Lyticase (Sigma) 10.000Ul ......cccccooiimiiiniiniiieeeeneeeeeee e 1 frasco
Solucdo tampao para IytiCASE ......ccuveerieeeriiiieriieeriie et 8 mL
A lyticase foi diluida em 8mL de tampao (100u/80uL) e estocada em aliquotas de
1,0mL, mantidas a -20°C.

. Solucio tampao para Lyticase

GHCETOL ... 15 mL
NaH04 0,IM PH 7,0 c.cooiiiiiiiiiiiceeceeee e 1,5mL
NaH204 0,1M PH 7,0. .coiiiiiiiiiiiiieicececectceeeeee e 10 mL
AUA AESHIAAA ... 12 mL

As substancias, previamente autoclavadas, foram homogeneizadas e estocadas em

TA.
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APENDICE 4

Cepas de C. albicans sorotipo A isoladas da cavidade oral de pacientes

com infeccao pelo HIV, em uso de TARV

n°® Paciente Cepa CHROMagar® TG Xilose 42°C Perfil genomico
1 01 01 verde-claro + + + Al
2 03 03 verde-claro + + + Al
3 06 06 verde-escuro + + +/- A’
4 07 07 verde-claro + + + Al
5 09 09 A verde-claro + + + A°
6 10 10 verde-claro + + + A’
7 11 11 verde-claro + + + A?
8 12 12 verde-azulado + + + Al
9 13 13 verde-claro + + + A?
10 14 14 verde-claro + - +- A
11 15 15 verde-claro + + + A?
12 16 16 verde-claro + + + Al
13 17 17 verde-claro + + + A’
14 18 18 verde-claro + + +- Al
15 19 19A verde-claro + + +- A
16 20 20 verde-claro + + + Al
17 21 21 verde-azulado + + + Al
18 23 23 verde-claro + + + Al
19 25 25 verde-azulado + + + Al
20 26 26 verde-claro + + + A’
21 27 27 verde-escuro + + +/- Al
22 29 29 verde-claro + + +/- Al
23 31 31 verde-azulado + + +/- Al
24 32 32 verde-azulado + + +- Al
25 33 33 verde-claro + + + Al
26 34 34 verde-claro + + + Al
27 36 36 verde-claro + + + Al
28 37 37 verde-claro + + +- Al
29 38 38 verde-claro + + + A"
30 39 39 verde-claro + + + Al
31 40 40 verde-azulado + + + Al

Apéndices
167



n° Paciente Cepa CHROMagar® TG Xilose 42°C Perfil gendomico
32 41 41 verde-claro + + + Al
33 42 42 verde-claro + + + Al
34 43 43 verde-claro + + + A°
35 44 44 verde-claro + + + Al
36 45 45 verde-claro + + +- Al
37 46 46 verde-claro + - +/- A’
38 47 47 verde-claro + + + Al
39 48 48 verde-azulado + + + Al
40 49 49 verde-azulado + + + Al
41 51 51 verde-azulado + + + Al
42 52 52 verde-claro + + + Al
43 53 53 verde-escuro + + + Al
44 55 55 verde-escuro + + +/- Al
45 56 56 verde-claro + - - Al
46 57 57 verde-claro + + + Al
47 58 58 verde-claro + + + A’
48 59 59 A verde-claro + + + Al
49 60 60 verde-claro + - - Al
50 61 61 verde-claro + + + A’
51 62 62 verde-escuro + + + A"
52 63 63 verde-claro + + + Al
53 64 64 verde-claro + + + Al
54 65 65 verde-claro + + + Al
55 66 66 verde-claro + + + Al
56 67 67 verde-claro + + + Al
57 68 68 verde-claro + + + Al
58 69 69 verde-claro + + +/- Al
59 70 70 A verde-claro + + - A"
60 70 70 B verde-claro + + + A"
61 71 71 verde-claro + + + A’
62 75 75 verde-claro + + + A’
63 77 77 verde-claro + + + A"
64 79 79 verde-claro + + + Al
65 80 80 verde-claro + + + Al
66 81 81 verde-claro + + + A*
67 82 82 verde-claro + + + A®
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n° Paciente Cepa CHROMagar® TG Xilose 42°C Perfil gendomico
68 83 83 A verde-claro + + - A°
69 84 84 verde-claro + + +/- Al
70 85 85A verde-claro + - +/- Al
71 85 85B verde-claro + - - A’
72 86 86 A verde-claro + + + A°
73 89 89 A verde-claro + + +- AP
74 90 90 verde-claro + + + A’
75 91 91 verde-claro + + + Al
76 92 92 verde-claro + + + Al
77 97 97 verde-claro + + + A3
78 100 100 verde-claro + + + A’
79 101 101 verde-claro + + + Al
80 103 103 A verde-claro + + + Al
81 105 105 verde-claro + + + Al
82 106 106 verde-claro + + + Al
83 107 107 verde-claro + + + A"
84 108 108 verde-claro + + +/- A’
85 111 111 verde-claro + + + Al
86 112 112 verde-claro + + + A’
87 113 113 verde-claro + + +/- Al
88 114 114 verde-claro + + + Al
89 115 115 verde-claro + + + Al
90 116 116 verde-claro + - - A’
91 117 117 verde-claro + + - A’
92 118 118 verde-claro + + +/- Al
93 119 119 verde-claro + + + A°
94 120 120 verde-claro + + + A°
95 122 122 verde-claro + + + A°
96 123 123 verde-claro + + + Al
97 124 124 verde-claro + + + A°
98 125 125 verde-claro + + + A’
99 126 126 verde-claro + + + Al
100 128 128 verde-claro + + + A?
101 129 129 verde-claro + + +/- Al
102 130 130 verde-claro + + + A’
103 133 133 verde-claro + + + AP
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n° Paciente Cepa CHROMagar® TG Xilose 42°C Perfil gendomico

104 134 134 verde-claro + + +/- Al
105 136 136 verde-claro + + +/- A*
106 137 137 verde-claro + + - A’
107 139 139 verde-claro + + + A*
108 140 140 verde-claro + + + Al
109 141 141 verde-claro + + + Al
110 142 142 verde-claro + + + A*
111 143 143 verde-claro + + + A’
112 144 144 verde-claro + + - Al
113 145 145B verde-claro + - - Al
113 146 146 verde-claro + + + Al
115 147 147 verde-claro + + +/- Al

n°: nimero de cepas

Cepas: nimero das cepas

TG: prova do tubo germinativo
Xilose: prova de assimilagdo de xilose

42°C: crescimento a 42°C em ASD = (+): positivo, (-): negativo e (+/-): leve crescimento.
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Cepas de C. albicans sorotipo B isoladas da cavidade oral de pacientes

APENDICE 5

com infeccao pelo HIV, em uso de TARV

n° Paciente Cepa CHROMagar® TG Xilose 42°C Perfil genomico
1 04 04 verde-claro + + +/- B'
2 09 09B verde-escuro + + +/- B!
3 24 24 verde-claro + + +/- B'
4 28 28 verde-claro + + +/- B!
5 30 30 verde-claro + + + B?
6 72 72 verde-claro + + + B'
7 73 73 verde-claro + + + B!
8 94 94 verde-claro + + + B!
9 98 98 verde-claro + + + B’
10 102 102 verde-claro + + + B'
11 104 104 verde-claro + + + B'
12 110 110 verde-claro + + - B'
13 132 132 verde-claro + + + B'
14 135 135 verde-claro + + +/- B'
15 138 138 verde-claro + + + B!

n°: ndmero de cepas

Cepas: nimero das cepas

TG: prova do tubo germinativo

Xilose: prova de assimilagdo de xilose

42°C: crescimento a 42°C em ASD = (+): positivo, (-): negativo e (+/-): leve crescimento.
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APENDICE 6

Cepas de Candida nao albicans isoladas da cavidade oral de pacientes

com infeccao pelo HIV, em uso de TARV

n° Paciente Cepa CHROMagar® Microrganismo Perfil genomico
1 74 74 verde-claro Candida dubliniensis D'
2 127 127 B verde-claro Candida dubliniensis D’
3 05 05 lilds Candida glabrata G'
4 08 08 lilas Candida glabrata G’
5 50 50 lilas Candida glabrata G’
6 54 54 A lilas Candida glabrata G*
7 83 83 B lilas Candida glabrata G’
8 86 86 C lilas Candida glabrata G°
9 127 127 A lilds Candida glabrata G’
10 22 22 azul Candida tropicalis nd
11 54 54 B azul Candida tropicalis nd
12 86 86 B azul Candida tropicalis nd
13 89 89 B azul Candida tropicalis nd
14 99 99 rosa Candida krusei nd
15 103 103 B rosa Candida krusei nd
16 35 35 branco Candida parapsilosis nd
17 02 02 rosa Candida guilhermondi nd
18 103 103 C lilas Candida kefir nd
19 19 19B branco Candida norvegensis nd
20 78 78 branco Candida norvegensis nd
21 87 87 branco Candida norvegensis nd
22 145 145 A roXo Candida calliculosa nd
23 59 59B roxo Candida lipolytica nd
24 76 76 azul Candida sake nd

1°: nimero de cepas

Cepas: niimero das cepas

nd : perfil gendmico nio denominado.
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.....

isoladas da cavidade oral de pacientes com infeccio pelo HIV, em uso de TARYV.

APENDICE 7

CIM (pg/mL)
n° Cepa F C I SF A N
01 01 0,25 0,03 0,06 0,125 1 2
02 03 0,25 0,03 0,06 0,125 0,50 1
03 06 0,50 0,03 0,06 0,125 0,50 1
04 07 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,50 1
05 09 A 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,50 0,50
06 10 0,50 0,03 0,06 0,25 0,50 1
07 11 0,125 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
08 12 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
09 13 0,25 0,03 0,06 <0,125 1 2
10 14 0,25 0,03 0,06 0,125 1 2
11 15 0,25 0,03 0,125 <0,125 1 2
12 16 0,25 0,03 0,125 <0,125 1 2
13 17 0,25 0,03 0,06 <0,125 1 2
14 18 0,25 0,03 0,06 <0,125 1 2
15 19 A 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,5 2
16 20 0,25 0,03 0,06 0,125 0,25 1
17 21 0,50 0,03 0,03 0,125 1 2
18 23 0,25 0,03 0,125 <0,125 0,50 2
19 25 0,25 0,06 0,06 0,125 1 2
20 26 0,50 0,06 0,06 0,125 1 2
21 27 2 0,06 0,03 0,125 1 2
22 29 0,5 0,03 0,03 <0,125 1 2
23 31 1 0,06 0,03 <0,125 0,50 1
24 32 0,25 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
25 33 0,125 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
26 34 0,50 0,03 0,03 <0,125 0,50 2
27 36 0,50 0,03 0,03 0,125 0,50 1
28 37 0,25 0,03 0,125 <0,125 0,25 1
29 38 0,25 0,06 0,03 <0,125 0,25 1
30 39 0,25 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
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CIM (pg/mL)

n° Cepa F C I SF A N
31 40 1 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
32 41 0,25 0,03 0,03 <0,125 0,50 1
33 42 0,50 0,06 0,03 <0,125 1 1
34 43 0,50 0,03 0,03 <0,125 0,50 1
35 44 0,50 0,03 0,01 <0,125 0,25 2
36 45 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
37 46 0,50 0,03 0,03 <0,125 0,50 2
38 47 0,50 0,03 0,03 0,125 0,25 1
39 48 0,50 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
40 49 0,50 0,06 0,03 <0,125 0,50 1
41 51 0,50 0,03 0,03 <0,125 0,25 2
42 52 0,25 0,03 0,03 <0,125 1 1
43 53 1 0,03 0,06 1 0,50 2
44 55 1 0,03 0,06 <0,125 1 1
45 56 0,25 0,03 0,03 0,25 0,50 2
46 57 0,25 0,06 0,06 <0,125 0,50 1
47 58 0,50 0,03 0,06 0,125 0,25 1
48 59 A 0,50 0,03 0,06 <0,125 0,25 0,5
49 60 0,50 0,03 0,03 0,25 0,25 1
50 61 0,50 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
51 62 0,25 0,03 0,06 2 1 1
52 63 0,50 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
53 64 0,50 0,03 0,06 0,125 0,25 1
54 65 0,50 0,03 0,06 0,125 0,25 1
55 66 0,50 0,03 0,06 0,125 0,50 1
56 67 0,50 0,03 0,06 0,125 0,25 1
57 68 0,50 0,03 0,06 0,125 0,50 1
58 69 1 0,03 0,06 0,125 0,50 1
59 70 A 0,50 0,03 0,06 0,5 0,50 1
60 70 B 0,50 0,03 0,06 0,5 0,25 1
61 71 0,50 0,03 0,06 0,125 0,50 1
62 75 0,50 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
63 77 0,50 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
64 79 0,25 0,03 0,06 0,125 0,50 1
65 80 0,50 0,03 0,06 1 0,50 1
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CIM (pg/mL)

n° Cepa F C I SF A N
66 81 1 0,06 0,06 0,125 0,25 1
67 82 0,50 0,03 0,06 <0,125 1 2
68 83 A 0,50 0,03 0,03 0,125 0,25 2
69 84 0,25 0,06 0,03 0,125 1 1
70 85A 1 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
71 85B 0,50 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
72 86 B 1 0,03 0,125 0,125 0,50 2
73 89 A 0,25 0,03 0,125 <0,125 0,50 2
74 90 0,25 0,03 0,06 0,125 0,25 2
75 91 0,50 0,03 0,06 0,125 0,50 2
76 92 0,125 0,03 0,03 <0,125 0,50 2
77 97 0,25 0,03 0,125 <0,125 0,25 2
78 100 0,25 0,06 0,06 <0,125 0,50 2
79 101 0,125 0,03 0,03 <0,125 0,25 2
80 103 A 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
81 105 0,50 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
82 106 0,25 0,03 0,125 <0,125 0,25 2
83 107 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
84 108 0,50 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
85 111 0,50 0,03 0,125 <0,125 0,50 2
86 112 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,25 2
87 113 0,50 0,03 0,06 <0,125 0,25 2
88 114 0,125 0,03 0,03 <0,125 0,50 2
89 115 0,25 0,03 0,03 0,125 0,25 1
90 116 1 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
91 117 1 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
92 118 1 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
93 119 0,125 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
94 120 0,25 0,03 0,03 0,125 0,50 1
95 122 0,50 0,03 0,06 0,125 0,50 1
96 123 0,50 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
97 124 0,25 0,03 0,03 <0,125 0,25 1
98 125 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
99 126 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
100 128 0,50 0,03 0,03 0,125 0,25 1
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CIM (pg/mL)

n° Cepa F C I SF A N
101 129 0,50 0,03 0,03 0,125 0,25 1
102 130 0,25 0,03 0,03 0,125 0,25 1
103 133 0,50 0,03 0,125 0,125 0,50 2
104 134 0,25 0,03 0,03 <0,125 0,50 2
105 136 1 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
106 137 0,125 0,03 0,03 <0,125 0,25 2
107 139 0,125 0,03 0,03 <0,125 0,50 2
108 140 0,50 0,03 0,125 <0,125 0,50 2
109 141 0,50 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
110 142 0,50 0,03 0,06 0,125 0,25 2
111 143 0,25 0,03 0,06 0,125 0,50 2
112 144 2 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
113 145B 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
114 146 0,25 0,03 0,03 <0,125 0,125 2
115 147 0,50 0,03 0,01 0,125 0,125 1

n°: nimero de cepas

Cepas: nimero das cepas

F: Fluconazol

C: Cetoconazol

I: Itraconazol

SF: 5-Fluocitosina
A: Anfotericina B

N: Nistatina
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APENDICE 8

.....

isoladas da cavidade oral de pacientes com infeccio pelo HIV, em uso de TARYV.

CIM (pg/mL)
n° Cepa F C I SF A N
01 04 0,50 0,03 0,06 0,50 0,50 1
02 09B 0,25 0,03 0,06 0,125 0,25 1
03 24 2 0,50 0,125 1 0,50 2
04 28 1 0,03 0,03 <0,125 1 1
05 30 0,25 0,03 0,03 0,50 0,25 1
06 72 0,50 0,03 0,06 1 0,50 1
07 73 1 0,03 0,06 0,50 0,50 2
08 94 0,50 0,03 0,06 0,50 0,50 2
09 98 0,50 0,03 0,125 <0,125 0,50 2
10 102 0,50 0,06 0,06 0,50 0,25 2
11 104 0,25 0,03 0,125 0,50 0,50 2
12 110 0,50 0,03 0,03 0,125 0,50 2
13 132 0,125 0,03 0,125 0,50 0,50 2
14 135 0,50 0,03 0,06 0,50 0,50 2
15 138 0,125 0,03 0,03 0,125 0,50 2

n°: nimero de cepas
Cepas: nimero das cepas
F: Fluconazol

C: Cetoconazol

I: Itraconazol

SF: 5-Fluocitosina

A: Anfotericina B

N: Nistatina
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APENDICE 9

.....

isoladas da cavidade oral de pacientes com infec¢io pelo HIV, em uso de TARY.

CIM (pg/mL)
n° Cepa F C I SF A N
01 74 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,25 1
02 127B 0,25 0,03 0,06 <0,125 0,125 1
03 05 8 0,50 0,50 <0,125 0,50 1
04 08 8 0,25 0,25 <0,125 0,25 0,50
05 50 16 0,25 0,50 <0,125 0,25 0,50
06 54 A 16 0,50 0,50 0,25 0,25 0,50
07 83 B 8 0,125 0,50 <0,125 1 2
08 86 C 16 0,50 0,50 <0,125 1 2
09 127 A 8 0,25 0,25 <0,125 0,50 0,50
10 22 0,50 0,03 0,03 0,125 0,50 2
11 54 B 1 0,03 0,03 0,125 0,50 2
12 86 A 0,25 0,03 0,06 0,125 0,25 2
13 89 B 2 0,125 0,50 <0,125 1 2
14 99 16 0,25 0,25 1 0,5 2
15 103 B 16 0,125 0,125 2 1 2
16 35 1 0,03 0,06 <0,125 0,50 2
17 02 4 0,03 0,03 <0,125 0,125 1
18 103 C 0,50 0,03 0,03 0,125 0,50 0,50
19 19B 16 0,125 0,125 2 0,50 1
20 78 4 0,03 0,06 0,25 0,50 2
21 87 4 0,06 0,125 2 1 2
22 145 A - - - - - -
23 59B - - - - - -
24 76 1 0,06 0,06 <0,125 0,06 0,5

n°: nimero de cepas
Cepas: nimero das cepas
F: Fluconazol

C: Cetoconazol

I: Itraconazol

SF: 5-Fluocitosina

A: Anfotericina B

N: Nistatina
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