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RESUMO

As infecgOes superficiais e sist€émicas provocadas por Candida sdo freqiientes causas de
morbidade e mortalidade em pacientes submetidos a transplante de células progenitoras
hematopoiéticas (TCPH). Entre os fatores de risco destaca-se a colonizagfio prévia a qual
parece ser um pré-requisito para o desenvolvimento de infec¢io. Desta forma, a cavidade
oral pode afuar como um reservatorio para esses microorganismos. O presente estudo teve
como objetivo avaliar, prospectivamente, o fluxo salivar e os efeitos da profilaxia
antifingica com fluconazol (200mg/dia) no nimero de pacientes colonizados por Candida
spp. € no mimero de unmdades formadoras de colonias (UFC) das espécies Candida
encontradas na saliva dos pacientes submetidos a TCPH. Objetivou, ainda, realizar testes
susceptibilidade antifingica dos isolados, determinar o cariétipo eletroforético por meio de
eletroforese em campo pulsatil (PFGE) nos isolados de Candida albicans ¢ verificar a
similaridade entre as cepas colonizadoras ¢ as responsaveis pelos quadros de infecgdo.
Foram incluidos no estudo 35 pacientes, 21 do TCPH Alogénico ¢ 14 do TCPH Autélogo,
com mediana de idade de 44 anos (21-71) sendo 22 (63%) do género masculino e 13 (37%)
do género feminino. O fluxo salivar variou de modo estatisticamente significativo nos
grupo Alogénico (p=0.0003) ¢ no grupo Autdlogo (p=0,009) no decorrer do estudo.
Colonizagdo por Candida ocorreu em 57% dos pacientes sendo que durante o transplante,
estando o paciente sob profilaxia com fluconazol, houve redugdo de 60% no nimero de
pacientes colonizados. Nesse periodo também ocorreu uma redugéo da média do numero de
UFC/ml seguida de expressivo aumento nas coletas subseqiientes, alcangando valores
maiores que os obtidos na coleta inicial. O nimero de UFC/ml apresentou uma relagéo
inversamente proporcional com o fluxo salivar (p=0,005). Ndo foi possivel estabelecer
relagio entre o nimero de UFC/ml de saliva ¢ a presenga de candidose oral. Candida
albicans fol a espécic mais freqiientemente encontrada representando 63% de todos os
isolados seguida da Candida parapsilosis. Resisténcia aos antifungicos foi encontrada em 6
isolados de Candida ndo albicans sendo 2 Candida  parapsilosis, 2 Candida

guilliermondii, | Candida krusei ¢ 1 Candida sp. Foram encontrados 9 diferentes perfis de
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cariétipo eletroforético de Candida albicans. Em 6 pacientes a mesma cepa encontrada na
coleta inicial foi identificada ao longo do estudo. Quatro (11,4%) pacientes desenvolveram
candidose oral no periodo pds-enxertia. Em todos os casos somente isolados de Candida
albicans foram identificados. Todos esses pacientes foram colonizados inicialmente pela
mesma espécie sendo que em 3 pacientes, a mesma cepa colonizadora fol a responsavel
pela infecgfo. A maior ocorréncia de candidose oral no periodo pés-enxertia pode estar
relacionada com fatores inerentes ao hospedeiro. A persisténcia da mesma cepa sugere que
a profilaxia com fluconazol durante o transplante nfo erradica a cepa colonizadora e que a

colonizagfo prévia parece ser um pré-requisito para o desenvolvimento de infecgéo.



ABSTRACT

Superficial and systemic Candida infections are usuvally responsible for morbidity and
mortality in hematopoietic stem cell transplant (HSCT) recipients. Previous colonization is
an important risk factor and seems to be a pre-requisite for infection and the oral cavity
may be a reservoir for these microorganisms. The aim of this study was to analyze,
prospectively, the unstimulated salivary flow rate and the fluconazole prophylactic regimen
effects (200mg/day) in the number of Candida colonized patients and in the colony-
forming unit (CFU) count of the Candida species identified in the saliva of HSCT
recipients. The objective was also performed antifungal susceptibility tests in clinical
isolates, determine the electrophoretic karyotype by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) in the Candida albicans isolates and verify the similarity between colonization and
infection strains. Thirty-five patients were enrolled, 21 Allogeneic and 14 Autologous
HSCT recipients. The median age was 44 years old (range 21-71). Twenty-two (63%) were
male and 13 (37%) were female. The salivary flow rate varied in the Allogeneic (p=0,0003)
and in the Autologous groups (p=0,009). Candida colonization was found in 57% of the
patients. There was a 60% reduction of the number of colonized in patients under
prophylactic fluconazole regimen. In this same time, there also was a reduction of the
median CFU/ml count followed by an important increase of the sequential samples,
reaching values higher than the count found in the initial collection. There was a significant
inverse relationship between salivary flow and Candida CFU/ml count (p=0,005). It was
not possible to correlate the CFU/ml count and oral candidosis. Candida albicans was the
most frequent specie identified (63%) followed by Candida parapsilosis. Antifungal
resistance was found in 6 clinical isolates of non-albicans species of Candida, 2 Candida
parapsilosis, 2 Candida guilliermondii, 1 Candida krusei and 1 Candida sp. We found 9
patterns of Candida albicans electrophoretic karyotyping. In 6 patients the initial
colonization strain was found during the following study. Four patients (11,4%) developed
oral candidosis by Candida albicans in the post engrafiment period. All patients were

initially colonized by the same specie. In 3 of these patients the same colonization strain



was identified in the infection period. The major occurrence of oral candidosis in the post
engraftment period may be related with inherent host factors. The persistence of the same
strain suggests that the fluconazole prophylaxis does not eradicate the colonization strain.

The previous colonization appears be a pre-requisite for de infection development.
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1 INTRODUCAO

Os pacientes submetidos a transplante de células progenitoras hematopoiéticas
(TCPH) apresentam neutropenia grave induzida pelo condicionamento quimioterdpico
ficando susceptiveis a infecgOes oportunistas de origem viral, bacteriana e fungica. Quiros
fatores de risco podem ser listados como a quebra da barreira mucosa pelo
desenvolvimento de mucosite, o uso de antibidticos de largo espectro que favorece a
proliferagéo fungica, o uso prolongado de antifiingicos que propicia a selegiio de espécies
menos susceptiveis, o atraso na maturacdo dos hinfécitos e o uso de catéteres endovenosos.
Os pacientes que sio submetidos a TCPH Alogénico também tém como fatores de risco o
uso de imunossupressores para profilaxia ou tratamento da doen¢a do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) assim como a quebra da barreira mucosa quando do desenvolvimento
da doenga. Outro importante fator de risco para o desenvolvimento de infec¢fio fungica
superficial e/ou sistémica ¢ a presenga de colonizag8o prévia (Sonis, 1998; Vincent ef al,,

1998; Trabasso, 2001; De La Rosa ef al., 2002; Nucci et al., 2003).

As infecgdes fungicas ocorrem com freqiiéncia nos pacientes submetidos ao
TCPH, sendo que as espécies do género Aspergillus e Candida s8o as mais freqlientemente
associadas a esses quadros. Devido a elevada taxa de mortalidade associada e a constatagio
da importancia da colonizagdc prévia para o desenvolvimento de infec¢io por Candida, a
terapia profilatica do fluconazol foi instituida em doses que variam de 200 a 400mg ao dia
desde o inicio do condicionamento quimioterapico até a enxertia medular ou até o término
da imunossupressio para os pacientes submetidos ao TCPH Alogénico {Goodman ef al.,
1992; Chandrasekar ef al., 1994; Slavin et al., 1995; Marr ef al., 2000a; Safdar er al.,
2001a; MacMillan ef al., 2002).

A partir da institui¢do do uso profildtico do fluconazol houve uma redugio no
numero de casos de infeccdo superficial e de infecgfio sist€émica provocadas por Candida,
assim como uma reducdio no mimero de 6bitos decorrentes (Goodrich et al, 1991;

Goodman ef al., 1992; Chandrasekar et al., 1994; Slavin et al., 1995, Marr et al., 2000a;
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Safdar et al., 2001a). Outra conseqiiéncia atribuida ao uso do fluconazol foi uma mudanca
no perfil de espécies de Candida encontradas como colonizadoras ¢ como infectantes. A
mudanga descrita € caracterizada pela ascensio de espécies de Candida ndo albicans menos
susceptiveis ou resistentes ao fluconazol, exemplificadas respectivamente por Candida
glabrata e por Candida krusei, além de um aparente desenvolvimento de resisténcia
observado em algumas cepas de Candida albicans as quais sdo naturalmente sensiveis ao

fluconazol (Chandrasekar ef al., 1994; Marr ef al., 1997 ¢ 2000a; Safdar ef al., 2001a).

Na cavidade oral, além de diversos fatores sistémicos, fatores locais como a
reducéio do fluxo e do pH salivar, altera¢des na composi¢do da saliva, presenga de préteses
dentarias e de aparelhos ortoddnticos podem favorecer a proliferacio de Candida e o
conseqliente desenvolvimento de infec¢fo superficial ou sistémica na dependéncia do
estado imune do individuo (Jorge ef al., 1993a; Al-Karaawi et al., 2002; Totti ef al., 2004).
A cavidade oral pode ainda atuar como um reservatério para espéeies menos susceptiveis

aos azodlicos (Marr et al. 2000a; Manfredi et al., 2002).

Tendo em vista a alta taxa de mortalidade relacionada aos quadros de infecgéo
por Candida e a dificuldade no diagndstico precoce, a identificacio prévia de isolados orais
potencialmente patogénicos e a determinagfio da susceptibilidade aos antifingicos mais
comumente usados pode ser 1til para o estabelecimento de estratégias adequadas de

prevengdo para os pacientes submetidos a TCPH.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Algumas espécies do género Candida compdem a microbiota normal da pele e
das mucosas dos tratos gastrintestinal ¢ genital. A espécie encontrada em maior nimero € a
Candida albicans. Fatores locais ou sistémicos podem influenciar a proliferagdio € a
disseminagfo de Candida causando, na dependéncia do estado imune do individuo, doenca
limitada as mucosas ou doenga disseminada (Repentigny et al., 1992; Sable & Donowitz,
1994; Marr & Bowden, 1999; Mellado ef al., 2000; Wingard, 2002; Eggiman ef ai., 2003;
Nucci ef al., 2003).

As defesas do hospedeiro podem ser classificadas em especificas e néo-
especificas. Entre as formas de protecio nfio especifica ou de imunidade inata contra os
fungos pode-se incluir a atividade antifingica das excrecdes naturais como ¢ suor € a
saliva, o efeito protetor na microbiota endégena natural da pele ¢ das mucosas por meio da
competi¢fio por espaco e nutrientes, a integridade da pele e das mucosas a qual previne a
entrada dos fungos e a acdo de células fagocitarias como os neutrdfilos e as células do
sistema fagocitario mononuclear. A resposta imune especifica ou adquirida contra os
fungos consiste basicamente na imunidade celular regulada por linfocitos T (Wanke et al.,
2000, Wingard, 2002).

Os pacientes mais acometidos por candidemia sdio os que fazem uso de
antibidticos, terapia imunossupressora, nutrigio parenteral, assim como os pacientes
submetidos a procedimentos médicos invasivos tais como insercdo de catéteres
intravasculares, hemodialise e cirurgia abdominal. Além destes, pacientes queimados,
prematuros também fazem parte do grupo de risco (Wey 1989; Beck-Sagué et al., 1993;
Pfaller, 1995; Wenzel, 1995; Wingard, 1995, Colombe et ai., 1999; Kanellopoulou et al.,
2001; Huang ef al., 2004).

A candidiase hematégena € a quarta causa mais comum de infeccdes
hospitalares nos EUA (Pfaller, 1995). A taxa de mortalidade € de 57% sendo que a
mortalidade atribuida a essas infecgbes € de 38% (Wey et al., 1988; Wenzel, 1995;
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Colombo & Guimaries, 2003). Na populacfio brasileira, a taxa de mortalidade descrita em
pacientes com candidemia atendidos em hospitais universitarios de atengio terciaria € de

50% (Colombo ef al., 1999).

Nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico e Autélogo, Goodrich er al.
(1991) descreveram uma incidéncia de infecgfio por Candida em 11,4% dos pacientes
estudados (Sable & Donowitz, 1994). Para esses pacientes, a taxa de mortalidade descrita
foi de 79%, sendo a mortalidade atribuida a candidemia em 30% dos casos (Goodrich et al.,
1991; Verfaillie ef af., 1991).

Objetivando diminuir a colonizagdo fiingica e conseqlientemente reduzir o risco
de desenvolvimento de infecgfio superficial ¢ de infeccdo sistémica, a profilaxia com
fluconazol em doses diarias de 200 a 400mg foi instituida {Goodman ef al., 1992;
Chandrasekar er al., 1994; Slavin ef al., 1995; Marr ef al., 2000a; Safdar et al., 2001a;
MacMillan ef al., 2002)

A resposta dos pacientes a administragfio profilatica de fluconazol durante o
periodo de granulocitopenia ou até o dia +75 pds-TCPH foi estudada por Goodman et al.
(1992) e por Slavin et al. (1995), respectivamente. Os autores verificaram que 15,8% e 18%
dos pacientes do grupo placebo apresentaram infecgéio fimgica sistémica, contrastando com
2,8% ¢ 7% dos pacientes para quais fluconazol foi administrado, respectivamente. A
redugfio na incidéncia de candidemia apés a instituicio de fluconazol como profilatico
também foi descrita por Safdar et al. (2001a), 0s quais constataram desenvolvimento de
candidemia em 6,8% dos pacientes submetidos a TCPH e sob uso de profilaxia com
fluconazol e por Marr et al. (2000a) que constataram candidemia em somente 4,6% desses

pacientes com mortalidade atribuivel de 20%.

O uso profilatico de fluconazol também promoveu a redugdo do nfimero de
casos de infecgio superficial. Goodman et al. (1992) descreveram uma incidéncia de 8,4%
de infecgfio superficial em pacientes do grupo de estudo para os quais o fluconazol foi
administrado, contrastando com 33,3% nos pacientes do grupo placebo. A redugdo da

incidéncia de infec¢fio superficial nos pacientes que fazem uso profilitico de fluconazol

14



também foi descrita por outros autores (Samonis ef al., 1990; Chandrasekar er al., 1994;
Slavin ef al., 1995, Epstein ef al., 1996).

A acfio do fluconazol na reducio do ntimero de pacientes colonizados por
Candida durante 0 TCPH foi descrita por Goodman er al. (1992) a partir de um estudo
longitudinal. Os autores verificaram que no grupo de estudo o numero de pacientes
colonizados por Candida diminuiu de 43,6% para 29,6% ¢ que aumentou de 37,8% para
67.2% nos pacientes do grupo placebo. Os autores mostraram também que, dos pacientes
que fizeram uso de fluconazol ¢ que estavam colonizados no inicio do tratamento, 58%
tiveram culturas subsegiientes negativas, contrastando com 6% dos pacientes do grupo
placebo. De outra forma, foi verificado que 19,8% dos pacientes do grupo de estudo que
ndo eram colonizados na primeira coleta mostraram-se colonizados nas coletas

subseqiientes. O mesmo ocorreu em 51% dos pacientes do grupo placebo.

Os pacientes submetidos a TCPH apresentam varios fatores que propiciam a
infecgiio flngica superficial ¢ a infecglio fingica sistémica (Sable & Donowitz, 1994). O
uso de drogas de acfio citotéxica pode cansar mucosite ¢ a conseqiiente quebra da barreira
mucosa pode propiciar a infecg8o filngica sistémica por permitir a disseminacfio de espécies
de Candida presentes no trato gastrintestinal, em especial Candida albicans e Candida
tropicalis. Além disso, a quebra da barreira mucosa também pode provocar uma diminuigéo
na produgio de imunoglobulina A (IgA) secretora (Degregorio et al., 1982; Goodrich et al.,
1991; Sonis, 1998; Marr & Bowden, 1999; Trabasso, 2001; De La Rosa ef al., 2002;
Wingard, 2002). Nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico, o rompimento da barreira
mucosa também pode ser decorrente do desenvolvimento de DECH (Degregorio et al.,
1982; Goodrich ef al., 1991; Marr & Bowden, 1999; Trabasso, 2001; De La Rosa ef al.,
2002; Wingard, 2002). A perda de integridade também ocorre na pele devido ao uso de
catéteres endovenosos. Nestes casos, a formacio de biofilme por espécies colonizadoras da
pele como a Candida parapsilosis parece estar relacionada com os quadros de infecgfo

(Wey et al., 1989; Branchini et al., 1994).
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As acdes das células de defesa estdo alteradas nos pacientes submetidos a
TCPH, seja por redugdo do nimero, seja por falha na sna fungfo. O condicionamento
quimioterapico prévio ao TCPH induz uma importante reducfio do niimero de granulécitos
neutréfilos, células que participam da resposta imune inespecifica por meio da fagocitose.
A duragio da neutropenia depende principalmente da origem e da quantidade das células
presentes no enxerto e dos fatores de crescimento hematopoiéticos usados (Wingard, 2002).
De forma geral, o risco de desenvolvimento de infec¢io fiingica sistémica é maior quanto
maior for o periodo de neutropenia (Goodrich ef af., 1991; Verfaillie ef al., 1991; Trabasso,
2001; Epstein ef al., 2003). Apds a enxertia medular, os fatores de risco sfo influenciados
pela supressdo da resposta imune celular através da supressdo dos linfécitos T. Essas
células podem ser afetadas pelo desenvolvimento da DECH, pelo uso de imunossupressores
como profilaxia ou tratamento da DECH, ou ainda, pelo atraso na recuperagéo € maturagéio
das células do enxerto {(Goodrich er al., 1991; Sable & Donowitz, 1994, Marr & Bowden,
1999; Andruits et al., 2000; Trabasso, 2001; De La Rosa ef al., 2002; Wingard, 2002).

O uso de algumas drogas também propicia o desenvolvimento de infeccéo
fingica nos pacientes submetidos a TCPH. O uso sistematico prolongado de antibioticos de
largo espectro os quais promovem a supressio da microbiota natural favorecem o
crescimento flingico. Além dos antibi6ticos, o uso de antifiingicos também pode influenciar
a infecgéio por promover a selegiio de espécies ou cepas menos susceptiveis a essas drogas,
seja através do crescimento de organismos colonizadores naturais ndo susceptiveis, seja
pela promogdo do desenvolvimenio de resisténcia de espécies naturalmente sensiveis
(Degregorto ef al., 1982; Wey et al., 1989; Wingard, 1995; Marr ef al., 1997; Marr &
Bowden, 1999; Pagano ef al., 1999; Wingard, 2002; Epstein ef al., 2003).

Outros fatores de risco para o desenvolvimento de infec¢fo fiingica sistémica
sdo gravidade da doenca de base, idade, colonizagdo e infecgdo prévias (Goodrich et al.,
1991; Marr & Bowden, 1999; Trabasso 2001; De La Rosa et al., 2002; Wingard, 2002).
Entre esses fatores, a colonizagfio prévia do trato gastrintestinal destaca-se como um dos
mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento de infecgfio por Candida. A

colonizagiio parece ser um pré-requisito para a infecgio fungica sistémica e o risco € maior
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quanto maior for o mimero de sitios colonizados (Krause ef al., 1969; Wey ef al., 1989;
Verfaillie et al., 1991; Goodman et al., 1992; Pittet et al., 1994; Pagano et al., 1999; Marr
et al., 2000a; Trabasso, 2001; Safdar & Armstrong, 2002; Epstein et al., 2003; Huang ef al.,
2004).

Marr et al. (2000a) estudaram a colonizagio por Candida na saliva de pacientes
submetidos a TCPH Alogénico ¢ observaram colonizaciio oral em 256 dos 585 pacientes
incluidos no estudo. Destes, 132 (84%) pacientes eram colonizados por Candida albicans
antes do inicio do condicionamento quimioterdpico pré-TCPH e um total de 136 (53%)
pacientes foram colonizados por espécies de Candida ndo albicans durante o curso do
tratamento. Os autores mostraram, ainda, que 9 dos 15 pacientes que desenvolveram
candidemia por Candida glabrata ¢ 4 dos 6 que apresentavam Candida krusei possuiam
evidéncia prévia de colonizagfc oral com as mesmas espécies, o que poderia indicar a

origem enddgena da infecgio.

A importincia da colonizagdo prévia por Candida para o desenvolvimento de
infecgdio também tem sido descrita em trabalhos utilizando tipagem molecular, Esses
trabalhos mostram que a cepa colonizadora € quase sempre a cepa isolada durante o quadro
de infecglo suportando a premissa de aquisi¢do enddgena da infecgfio através da invasdo
pelo trato gastrintestinal (Pittet ef al., 1994; Voss et al., 1994; Pfaller, 1995; Colombo ef al.,
1996; Reagan et al., 1990; Redding et al., 2004).

Pittet et al. (1994) realizaram coletas seqlienciais em orofaringe, traquéia ¢
estdmago de 650 pacientes neonatos e cirdrgicos. Destes, onze pacientes apresentaram
infec¢do sistémica por Candida no perfodo do estudo. Por meio da cariotipagem
cletroforética os autores demonstraram que as cepas infectantes eram idénticas as cepas
colonizadoras previamente identificadas. A similaridade entre a cepa colonizadora e a cepa
infectante também foi demonstrada por Colombo et /. (1996). Estes autores descreveram
um caso de candidemia por Candida albicans em um paciente portador do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) o qual apresentou a mesma cepa, identificada por meio de
eletroforese em campo pulsatil (PFGE- Pulsed-field gel electrophoresis), nas regibes oral ¢

anal e na urina.
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Reagan et al. (1990) realizaram um estudo prospectivo com culturas semanais
de pacientes com doenc¢as hematolégicas e/ou submetidos a TCPH. As amostras foram
obtidas da faringe, da urina e das fezes. Através da tipagem molecular os autores mostraram
que em 94% dos 16 pacientes previanrente colonizados e que desenvolveram candidemia a
.cepa isolada durante 0. quadro infeccioso foi a mesma cepa idenfificada anteriormente como
colonizadora.- VMoss. et al.- (1994). estudaram..retrospectivamente--isolados. de. diferentes
espécies de Candida obtidas de pacientes nfio imunocomprometidos € que posteriormente
desenvolveram candidemia. Dos 19 pacientes selecionados para o estudo, 84%

apresentaram similaridade entre a cepa colonizadora e a cepa responsavel pela infeccfo.

A infecglo pela Candida parapsilosis comumente ¢ descrita como decorrente de
contaminag3o exodgena. O principal sitio de colonizagfo desta espécie é a pele € a
contaminacgfo pode ocorrer através da formacio de biofilme nas pontas do catéter, os quais
promovem solucdio de continuidade do meio externo com o meio interno. Além disso, os
quadros de infecgdo também podem decorrer de contaminac¢do cruzada (Branchini er al.,
1994; Pfaller, 1995; Pfaller ef al., 2000; Marr, 2000a; Marr, 2000b). Mas para Nucci &
Anaisse (2001) ndo existem pesquisas com avaliagdo genotipica que confirme esse
pressuposto. Os autores analisaram artigos publicados que discutiam a origem das espécies
responsaveis pelos quadros de candidemia e sugeriram, com base em trabalhos clinicos e
em trabathos com tipagem molecular, que as espécies responsaveis pelos quadros de
candidemia tém origem no trato gastrintestinal. A presenga de extensivo envolvimento do
intestino nos casos de infec¢fio disseminada, a identificagfio da colonizag@io gastrintestinal
como um fator de risco para candidemia ¢ a eficacia da profilaxia antifungica na prevencio
das infecgBes por eliminar ou reduzir a colonizacio por espécies de Candida suportam a

origem gastrintestinal das espécies causadoras de candidemia.

Na populagio geral, com clncer € nos pacientes submetidos a TCPH a Candida
albicans é o principal agente causador de candidemia (Wey ef al., 1988; Goodrich ef al.,
1991; Wingard ef al., 1991; Beck-Sagué ef al., 1993; Sable & Donowitz, 1994; Wingard,
1995; Abi-Said ef al., 1997, Marr & Bowden, 1999; Marr, 2000b; Kanellopoulou ef al.,
2001). Na Europa, no Canadd ¢ na América Latina a Candida parapsilosis ¢ o segundo
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agente, diferente dos EUA onde o segundo agente mais fregiientemente associado aos

quadros de candidemia é a Candida glabrata (Pfaller et al., 2000).

Wingard (1995) analisou a literatura médica ¢m um periodo de 40 anos (1952-
1992) e verificou a descricdo de 1.645 casos de candidemia em pacientes com céncer. O
autor relata que a freqiiéncia de diferentes espécies de Candida como cauvsadora de
candidemia variou em cada relato, 0 que provavelmente deveu-se a diferencas entre a
populacdo atendida em cada hospital. Candida albicans foi responsavel por 54% dos casos.
Entre as espécies de Candida ndo albicans destacou-s¢ a Candida tropicalis responsavel
por 25% dos casos, seguida da Candida glabrata, Candida parapsilosis ¢ da Candida
krusei, responsdveis por 8%, 7% e 4% dos casos, respectivamente. O autor relata ainda, que
nos pacientes submetidos a TCPH as infec¢des por Candida foram provocadas

principalmente por Candida krusei e por Candida glabrata.

Apés a instituicdio do uso sistemdtico do fluconazol profildtico, além da
diminui¢io no numero de pacientes colonizados ¢ da redugfio no niimero de casos tanto de
infecgfio sistémica quanto de infecgio superficial, houve também uma mudanga no perfil de
espécies de Candida encontradas como colonizadoras ¢ também como infectantes (Wingard
el al., 1991; Chandrasekar er al., 1994; Wingard, 1995; Pfaller, 1995; Slavin et al., 1995;
Abi-Said ef al., 1997; Hoppe et al., 1997; Marr et al., 2000a; Marr, 2000b). A redugio do
nimero de casos de candidemia provocados por Candida albicans ¢ o aumento da presenca
de Candida krusei ¢ de Candida glabrata foi descrita por alguns autores que sugeriram que
essa mudanga no espectro de agenies causadores de infecglio pode ter sido devido a
resisténcia natural dessas espécies aos azdlicos (Wingard et al., 1991; Goodman et al.,
1992; Slavin ef al., 1995; Abi-Said ef al., 1997; Marr & Bowden, 1999; Marr ef al., 2000a;
Marr, 2000b; Safdar et al., 2001b). O aumento do mimero de casos de candidemia
provocadas por Candida krusei e por Candida glabrata também foi descrito em pacientes
submetidos a TCPH nos EUA ¢ na Europa (Abi-Said ef al., 1997; Marr, 2000b; Safdar ez
al. 2001a). Segundo Safdar et al. (2001a) essa alteragdo no espectro de infecclio €
provavelmente multifatorial, mas a pressfo positiva exercida pelo fluconazol parece ter

uma importante funcéo.
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Embora o aumento do niimero de casos de infecciio por espécies de Candida
néo albicans venha sendo atribuido a selegio decorrente do uso do fluconazol, a presenga
de algumas espécies como Candida krusei, Candida glabrata ¢ Candida parapsilosis
parece ter uma variagfio geografica, podendo corresponder ao proprio perfil de colonizagio
do grupo estudado (Marr, 2000b; Pfaller et al., 2000). Colombo et al. (1999) realizaram um
estudo prospectivo na populacio brasileira atendida em hospitais universitarios de atengéo
terciaria ¢ verificaram a ocorréncia de 145 casos de candidemia em um periodo de 22
meses de estudo. Os autores descreveram que 63% dos casos de candidemia foram
provocados por espécies de Candida ndo albicans. Candida albicans, Candida parapsilosis
e Candida tropicalis foram as espécies mais comumente identificadas como causadoras de
infecgdo e corresponderam a 37%, 25% e 24% dos casos, respectivamente. Os autores
também relataram que somente 6 pacientes haviam feito uso prévio de azdlicos e que,
portanto, a predominéncia de Candida ndo albicans ndo péde ser atribufda ao uso dessas
drogas. Dos episédios de candidemia apresentados por esses autores, um ter¢o ocorreu em

pacientes com cancer.

Ainda na populagio brasileira, Silva (2001) analisou, retrospectivamente, 0s
isolados clinicos de Candida obtidos de pacientes com distirbios hematologicos
submetidos ou nfio a TCPH no Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) no periodo de 1996 a 2000. Dentre os 549 pacientes avaliados, 171
(31,2%) mostraram-se colonizados, sendo 18,5% dos pacientes com doengas hematolégicas
e 53% dos pacientes submetidos a TCPH. Do total de 393 isolados clinicos obtidos, o
percentual de Candida albicans fol de 33,6%. Entre as espécies de Candida ndo albicans as
mais encontradas foram Candida glabrata, Candida krusei € Candida parapsilosis, as quais
representaram 20,4%, 10,9% e 6,9% dos isclados, respectivamente. A autora descreve,
ainda, a presenca de 22,4% dos isolados identificados como Candida sp. No mesmo ano de
2001, Trabasso descreveu 5 casos de candidemia em pacientes submetidos ao TCPH no
mesmo hospital nos anos de 1997 a 1999. Destes, 3 (60%) casos foram provocados por

Candida parapsilosis, 1 (20%) por Candida lusitaniae ¢ 1 (20%) por Candida albicans.
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Habitualmente, Candida albicans e Candida tropicalis sdo susceptiveis ao
fluconazol, o que pode justificar a reducfio na incidéncia de infecgdio sistémica provocada
por essas duas espécies apoés o uso profilatico desse farmaco ter sido instituido para os
pacientes submetidos a TCPH. Inversamente, a resisténcia natural da Candida krusei ¢ da
Candida glabrata aos azdlicos pode explicar o aumento do niimero de quadros infecciosos
por essas duas espécies no mesmo periodo (Wingard, 1995; Marr ef al., 2000a; Marr,
2000b; Safdar ef al., 2001a). Em estudo realizado nos pacientes submetidos a TCPH, Marr
et al. (2000a) constataram que todos os 1solados de Candida krusei, Candida guilliermondii
e Candida lipolytica mostraram-se resistentes ao fluconazol, além de 99% dos 1solados de
Candida glabrata, 30% dos isolados de Candida lusitaniae ¢ Candida tropicalis € 7% dos

isolados de Candida albicans.

O uso prolongado de azodlicos vem sendo responsabilizado pelo aumento do
nimero de processos infecciosos provocados por cepas resistentes (Marr et al., 1997,
Pfaller ef al., 1994; Nucci & Colombo, 2002). Essas drogas parecem alterar a colonizacio
do hospedeiro propiciando a proliferagio de cepas menos susceptiveis presentes em
pacientes muiticolonizados, mas a emergéncia de resisténcia de novo em isolados de
Candida albicans colonizadoras anteriormente susceptiveis é preocupante e tem sido
descrita principalmente em pacientes portadores do HIV (Marr ef al., 1997). Estes pacientes
freqlientemente apresentam candidose oral recorrente e em alguns casos, a terapia com
fluconazol ¢ instituida por longos periodos. Estudos longitudinais realizados a partir da
obtencio de isolados orais seqiienciais de Candida albicans nesses pacientes mostraram
que em alguns casos ocorreu um aumento da concentragdo inibitéria minima (CIM) sendo o
isolado genotipicamente idéntico ao isolado inicial e em outros casos, ocorreu a infecgéo
por outra cepa mais resistente (Powderly et al., 1992; Pfaller, ef al. 1994; Pfaller, 1995;
Lasker et al., 2001). Outros trabalhos mostraram a ocorréncia de infec¢fo por Candida
dubliniensis durante o curso do tratamento, espécie freqiientemente identificada como
Candida albicans e que normalmente apresenta um valor maior de CIM para os azdlicos

(Kirkpatrick et al., 1998; Martinez ef al., 2002).
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A determinagfio da CIM das cepas isoladas de pacientes que fazem uso
sistemdtico de antifingicos € importante para acompanhar mudangas no perfil de
susceptibilidade e o possivel desenvolvimento de resisténcia. A técnica padronizada pelo
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), hoje CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), é a mais usada, embora algumas variaveis como tamanho
da amostra, modo de preparo do indculo, meio de cultura, temperatura, tempo de incubagfio
¢ critério de leijtura ainda possam ser questionadas (Pfaller e al., 1997). Além disso, a
correlagiio dos resultados do teste in vifro com a evolugfio clinica somente pode ser feita
considerando as limitagGes do método. O CLSI estabelece valores de CIM que indicam
susceptibilidade, sensibilidade dependente da dose e resisténcia frente ao fluconazol e ao
itraconazol. Ja os valores para cetoconazol e anfotericina B foram sugeridos por outros

textos (Klepser e al., 1998; Milan et al., 1998).

A cavidade oral pode atuar como reservatério para microorganismos que,
dependendo das condi¢des do individuo, podem proliferar e provocar infecgdio sistémica
e/ou superficial (Degregorio er al. 1982; Sonis, 1998; Redding ef al., 2004). Os
microorganismos podem viver na forma planctbnica ou formar biofilmes sobre as
superficies dentarias e protéticas e assim, a cavidade oral pode atuar como uma fonte de
infec¢io (Costerton ef al., 1999; Ramage et al., 2001; Kunh et al., 2002; Hossain et ai.,
2003; Soysa ef al., 2004). A cavidade oral pode ainda ser colonizada por espécies com
menor susceptibilidade ao fluconazol como a Candida glabrata ou por espécies
naturalmente resistentes aos azolicos como a Candida krusei (Marr et al., 2000a; Safdar &
Armstrong, 2002; Redding ef al., 2004). A importancia dos cuidados orais previamente ao
tratamento citotdxico recai na necessidade de remover focos infecciosos dentirios e
periodontais para reduzir o namero de microorganismos que poderiam proliferar e

disseminar através da solugfio de continuidade provocada pela mucosite.

A importancia da cavidade oral como fonte de infecgo foi evidenciada em
trabalhos onde a andlise genotipica mostrou a similaridade entre isolados orais e isolados
causadores de pneumonia fungica e de infecgfo flingica sistémica (Redding ef al., 2004;

Yamamoto et al., 2005). Yamamoto ef al. (2005) mostraram a similaridade genotipica entre
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o isolado oral de Candida albicans ¢ a mesma espécie isolada em um quadro de pneumonia
fingica em wm paciente sob tratamento quimioteripico. Os auiores sugerem que a causa
pode ter sido a aspiragdo do microorganismo anteriormente identificado como colonizador
da cavidade oral. Redding ef al. (2004) mostraram um quadro de infec¢do fingica sistémica
provocada por Candida glabrata em um paciente submetido a TCPH Alogénico no qual a

mesma cepa foi previamente identificada na cavidade oral.

Além da importincia da colonizagfio oral, Degregorio et al. (1982) relataram
que o risco para o desenvolvimento de infecclio fungica sistémica aumenta quando o
paciente apresenta candidose em orofaringe. Isso ocorre pela presenga de invasio local
aumentando o risco de acesso a corrente sangiliinea ou mesmo pelo fato de a infeccdo oral

provavelmente refletir a proliferagfo filngica nas demais 4reas do trato gastrintestinal.

Virios fatores influenciam a proliferacdo dos microorganismos na cavidade oral.
Entre eles destaca-se a agio defensiva da saliva propiciada pelos seus constituintes que
apresentam acdo antimicrobiana, pela sua capacidade tampfo e pelo fluxo salivar (Jorge et
al., 1993a; Sreebny, 2000; Tanida et al., 2003; Totti et al., 2004; Kamagata-Kiyoura ef al.,
2004). Nos pacientes submetidos a TCPH, o efeito combinado da doencga de base, dos
medicamentos utilizados, do condicionamento quimioterapico e radioterdpico, das
infeccbes orais e do desenvolvimento de DECH pode provocar alteracBes salivares
favorecendo o crescimento fliingico (Kolbinson e al., 1988; Scully, 2003; Porter ef al.,
2004; Alborguetti et al., 2005). Esse efeito deletério na saliva é mais acentuado nos
pacientes que desenvolvem DECH crénica onde linfocitos T autoreativos podem provocar
danos celulares nas glandulas salivares levando a uma diminuigfio de 55 a 90% do fluxo
salivar, além de alteragdes na composicéo da saliva (Levy ef al., 2000; Nagler & Nagler,
2001 e 2004).

Tendo em vista a importancia da colonizacéio prévia para o desenvolvimento de
infec¢do superficial e/ou sistémica por Candida, a atuagdo da cavidade oral como um
reservatério de espécies menos susceptiveis aos antifingicos e a reducéio da capacidade
protetora da saliva em decorréncia da doenga de base e/ou do TCPH, torna-se importante a

vigilancia epidemiolégica objetivando identificar o perfil de colonizagdo oral por Candida
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dos pacientes submetidos a TCPH, e ainda, estabelecer o perfil de susceptibilidade dos

isolados as drogas antifungicas.
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3 PROPOSICAO

Com base nos dados apresentados nos propusemos a realizar coletas de saliva total

ndo estimulada nos pacientes submetidos a transplante de células progenitoras

hematopoiéticas no Hospital de Clinicas da UNICAMP no periodo imediado pré-

transplante, durante granulocitopenia, apds enxertia medular e nos dias +50 ¢ +100, com

objetivo de:

1)
2)

3)
4)

3)

6)

7)

8)

9

Analisar a variagfio do fluxo salivar;

Determinar o nimero de pacientes colonizados por Candida spp. ¢ a sua relagio

com a administragdo de profilaxia antifingica durante o transplante;
Quantificar o niimero de UFC/ml de saliva;
Verificar a rela¢fio entre o nimero de UFC/ml de saliva e o fluxo salivar;

Verificar a relacdo entre o nimero de UFC/ml de saliva e a presenga de candidose
oral;
Identificar as espécies de Candida;

Determinar a concentracéo inibitoria minima de todos os isolados de Candida frente

ao fluconazol, itraconazol, cetoconazol e a anfotericina B.

Determinar o caridtipo eletroforético, por meio de eletroforese em campo pulsatil,

dos isolados de Candida albicans.

Verificar a ocorréncia de eventos de infecgiio sistémica e infecgfio oral por Candida
spp. no perfodo do estudo além da similaridade do caridtipo eletroforético entre a

cepa colonizadora e a cepa responsavel por infecgio.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Populagio e local do estudo

Foram avaliados 35 pacientes submetidos a TCPH no Servigo de Transplante de
Medula Ossea (TMO) do HC da UNICAMP entre maio de 2004 a maio de 2005. Todos 0s
pacientes foram submetidos ao condicionamento micloablativo convencional. A fonte de
células foi a medula dssea por puncéo da crista iliaca do doador, ou células progenitoras
periféricas obtidas por método de aférese.

Todos os doadores dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico foram irméos
com HLA (Antigeno leucocitario humano) idéntico. A profilaxia da DECH foi feita com

ciclosporina e metotrexate, de acordo com os protocolos da Instituigdo.

Os pacientes foram mantidos em quartos simples com filiros HEPA (high-
eficiency particulate air). A antibioticoterapia foi introduzida na presenga de febre ¢
modificada de acordo com o antibiograma ¢ curso clinico. Ganciclovir foi administrado
para pacientes com identificacio prévia de citomegalovirus (CMV). Durante 0 TCPH,
todos os pacientes receberam fluconazol em dose de 200mg/dia como profilaxia antifingica
até a enxertia medular. Posteriormente, esse medicamento foi reintroduzido para os

pacientes que desenvolveram DECH.

Neste trabalho foram incluidos somente pacientes maiores de 18 anos, sem
restrigio de género, raga, condigio bucal € estadio da doenga de base. Foram excluidos os
pacientes submetidos a TCPH nfo micloablativo, € os que se recusaram a participar da

pesquisa € a assinar o Termo de Consentimento Informado.

Os pacientes foram abordados apés a internagdo na enfermaria do TMO, antes
do inicio do condicionamento pré-TCPH. Apés informagfo sobre a pesquisa a ser realizada,
leitura, esclarecimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, foram

realizados exame fisico oral e coleta de saliva total nfo estimulada.

As coletas de saliva foram realizadas no periodo pré-condicionamento (Coleta

A), durante o quadro de neutropenia induzida pelo condicionamento (Coleta B), apos a
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recuperagio medular {Coleta C), nos dias +50 e +100 apés o TCPH (Coletas D ¢ E

respectivamente).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da UNICAMP, sob o numero 332/2003, em 19 de agosto de 2003.

4.2 Exame fisico oral

O exame fisico consistiu na avaliagdo da mucosa oral para verificagfio de sua
integridade, identificagio de lesdes infecciosas, e 0 uso de proteses dentarias. O exame foi
realizado em leito hospitalar ou no consultério odontolégico, sob luz artificial, utilizando-se

espatula de madeira ou espelho clinico bucal.

Os pacientes haviam sido previamente tratados no Ambulatério de Odontologia
do Hemocentro/UNICAMP para a remo¢io de focos infecciosos (dentarios e/ou

periodontais) antes do condicionamento pré-TCPH, segundo protocolo da instituic#o.

A avaliagiio da mucosite oral foi feita diariamente pela equipe médica do
servigo de TMO e seguiu o protocolo da Organizagio Mundial de Saude sendo graduada
em: Grau I: presenga de eritema e de discreto desconforto; Grau II: presenca de eritema e
de ulceragfio; Grau III: presencga de ulceracfio e intolerdncia 4 ingestdo de alimentos sélidos;

Grau I'V: Impossibilidade de alimenta¢io por via oral (Sonis et al., 2004).

4.3 Coleta das amostras

Foram realizadas coletas de saliva total ndo estimulada segundo Navazesh et
al., 1992, em técnica descrita a seguir. As coletas foram realizadas no minimo uma hora
apos qualquer refeico ou higiene bucal. Foi solicitada ao paciente a retirada de proteses

dentdarias removiveis imediatamente antes do procedimento.

Para as coletas foram utilizados frascos estéreis previamente pesados. No
instante inicial, os pacientes foram orientados a deglutir a saliva ja formada, ¢ em seguida, a

reterem na cavidade bucal a saliva produzida, depositando-a nos frascos em intervalos de
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1min, no total de 5Smin. As amostras foram armazenadas a 4°C por no maximo 24 horas até

seu processamento.

A mensura¢io do fluxo salivar foi realizada apos verificacdo do peso de cada
frasco contendo a amostra de saliva. O ajuste para fluxo salivar em miligramas (mg/min)

foi realizado considerando-se 1g equivalente a 1ml (Navazesh ef al., 1992).

Nos casos em que o paciente encontrava-se entubado ou com dificuldades para
realizar a coleta de saliva nfio estimulada, as coletas foram realizadas com zaragatoa. A
zaragatoa foi friccionada sobre toda a superficie da cavidade oral e, a seguir, imersa em

dgua destilada estéril até o processamento da amostra.

A coleta A foi realizada ap6s internagio hospitalar, antes do inicio da profilaxia
antifiingica, antiviral ou antimicrobiana e antes do tratamenio quimioterdpico. A coleta B
foi realizada estando o paciente em quadro de neutropenia grave, sendo a contagem de
neutréfilos <500cél/mm’. A coleta C foi realizada apés a recupera¢io medular,
caracterizada pelo nimero de neutrofilos >500cél/mm’ por 48 horas consecutivas. As

coletas D ¢ E foram realizadas 50 ¢ 100 dias apés o TCPH, respectivamente, por serem

periodos de avaliagdes de rotina. As duas uUltimas coletas foram realizadas em visita

ambulatorial ou em enfermaria, dependendo da situagfio de cada paciente.

Uma outra coleta foi realizada na ocorréncia de quadro de candidose oral
(Coleta CO). O diagnéstico foi dado pela equipe médica, baseado no critério clinico, ou

associado a métodos complementares como citologia exfoliativa e cultura.

4.4 Processamento das amostras

As amostras de saliva foram homogeneizadas em agitador, diluidas a 1:10 ou
1:100 em solugfio fisiologica estéril. Em seguida 100ul foram dispensados em duplicata em
placas de Petri de cultura contendo agar sabouraud dextrose (ASD) (Merck; Darmstadt,
Alemanha), preparado segundo as instrugdes do fabricante, ao qual foi adicionado 50ug/ml
cloranfenicol (Sigma; St Louis, MO, EUA). As amostras foram plaqueadas e incubadas em
estufa de cultura a 35°C.
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Quando a zaragatoa foi usada para coleta, a mesma foi friccionada sobre o meio

de cultura de forma a realizar estrias de esgotamento.

4.5 Quantificaciio de leveduras

O numero de unidades formadoras de colénias (UFC) por ml de saliva foi dado
pela multiplicagdo da média do niimero de colonias das duas placas semeadas pelo fator de
diluicfio e pela aliquota utilizada. Para a analise estatistica, os valores de UFC/ml de saliva
foram categorizados em 0 (UFC/mi=0), 1 (UFC/ml >1 e <399) ¢ 2 (UFC/ml > 400)
(Epstein et al., 1980; Pereira et al., 2004).

4.6 1dentificacio de leveduras

As coldnias de cada tipo morfoldgico foram isoladas apos novo repique em
ASD e armazenadas em frascos contendo dgua destilada estéril € mantidas a temperatura
ambiente. A identifica¢dio das leveduras foi realizada por meio da analise do crescimento
em meio cromogénico, formagdo de tubo germinativo, andlise micromorfolodgica e perfil de
assimilagdo de carboidratos (Sidrin & Moreira, 1999), Os isolados foram ainda submetidos
a testes de crescimento a 42°C ¢ de assimilagio da xilose para descartar presenca de
Candida dubliniensis entre os isolados previamente identificados como Candida albicans

(Kirkpatrick et al., 1998; Campanha ef al., 2005).

4,6.1 Analise do crescimento em meio cromogénico

O meio cromogénico (CHROMagar® Candida; CHROMagar, Paris, Franga)
foi preparado de acordo com as instrugdes do fabricante, distribuido em placas de Petri
descartaveis estocadas a 4°C e protegidas de luz {Odds & Bernaerts, 1994). As amostras
foram semeadas ¢ mantidas a 35°C por 48horas. As coldnias de coloragio verde foram
previamente identificadas como Candida albicans. As colénias que apresentaram as demais

cores foram consideradas como Candida nfio albicans (Willinger & Manafi, 1999).
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4.6.2 Formacao do tubo germinativo

Uma al¢a de cada amostra foi adicionada a um tubo de ensaio contendo 2 ml de
soro fetal bovino, criando uma suspensfio ligeiramente turva. A solugfo foi incubada em
estufa de cultura a 37°C por 3 horas, € a cada 1 hora, uma gota da suspensio foi colocada
entre lAmina ¢ laminula ¢ examinada sob microscopia oOptica. Foi considerado tubo
germinativo a presenga de um filamento fino paralelo ao blastoconideo, e sem contriccdes
seja na sua base ou na sua extensdo (Kern, 1985). A positividade neste teste foi indicativa

de Candida albicans ou Candida dubliniensis.

4.6.3 Anailise micromorfologica (microcultive)

O meio agar-fubda (Difco; Detroit, MI, EUA) foi preparado segundo as
instru¢Bes do fabricante e armazenado em aliquotas de 3ml em tubos de ensaio. Para o uso,
o meio foi aquecido e dispensado em laminas histologicas. O isolado a ser analisado foi
semeado na forma de 2 estrias sobre 0 meic e coberto com laminula. O conjunte foi
depositado em placas de Petri estéreis, juntamente com algoddio embebido em Agua
destilada para manter a umidade do meio. O material foi mantido em temperatura ambienie
por 72h e analisado sob microscopia de luz. A presenga de clamidésporo foi confirmatéria
de Candida albicans ou Candida dubliniensis (Kern, 1985). Isolados com analise
micromorfoldgica sugestiva de espécies nfo albicans foram submetidos a analise do perfil

de assimilag8o de carboidratos.

4.6.4 Identificacio de leveduras utilizando cartdes YBC do VITEK®

O inoculo foi preparado utilizando amostras com 48h de crescimento em ASD.
Em seguida a solugo foi inserida nos cartdes YBC (Yeast Biochemical System) e incubadas
a 35°C. A leitura foi realizada no sistema VITEK® (BioMérieux; Marcy-I'Etoile, Franga)
apds 24h estendendo por 48h quando necessario. Os casos onde a identificag8o final néo
pdde ser realizada, testes adicionais sugeridos pelo proprio programa foram realizados

como microfilamentagdo em agar-fuba e crescimento em meio contendo ciclohexamide.
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4.6.5 Analise do crescimento a 42°C

Os isolados foram semeados em meio ASD na forma de 3 estrias descontinuas.
A leitura foi realizada apos 48h e foi considerado positivo o isolado gue teve crescimento.
Os isolados que ndo exibiram crescimento ou tiveram crescimento parcial caracterizado por
discreto crescimento somente na primeira estria foram consideradas sugestivas de Candida
dubliniensis (Kirkpatrick et al. 1998; Campanha et al., 2005). Durante esse experimento,
amostras padrdo de Candida albicans (ATCC 90028) e de Candida dubliniensis (CBS

7987) foram usadas como controle positivo e negativo, respectivamente.

4.6.6 Prova de assimilagio da xilose

Para esta prova foi preparado meio basal contendo 5g de sulfato de amdnia
(Nuclear; Diadema, SP, Brasil), 1g de fosfato de potassio monobasico (Nuclear; Diadema,
SP, Brasil), 0,5g de sulfato de magnésio (Synth; Diadema, SP, Brasil), ¢ 20g de Agar
(Merck; Darmstadt, Alemanha) para 1L de 4gua destilada.

Para a prova foi preparado um indculo da levedura equivalente ao padrdo 5 na
escala MacFarland em 2ml de agua destilada estéril. Em seguida, aliquotas de 1ml do
indculo foram vertidas em placas de Petri estéreis juntamente com 20mi do meio basal
previamente esterilizado e liquefeito. Ap6s solidificagfio, pequenas aliquotas de xilose
{Vetec; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram colocados na superficie do meio com auxilio de
espatula de madeira estéril. Para testar a viabilidade do indculo, foi utilizada a dextrose
(Synth; Diadema, SP, Brasil). Ap6s incubagio a 35°C por 48 horas a leitura foi realizada
pela observagio ou ndo de halo de crescimento ao redor dos agucares (Sidrim & Moreira,
1999). A ndo assimilacdio da xilose foi considerada sugestiva para Candida dubliniensis.
Durante esse experimento, amostras padrio de Candida albicans (ATCC 90228) e de
Candida dubliniensis (CBS 7987) foram usadas como controle positivo € negativo,

respectivamente.
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4.7 Teste de susceptibilidade a antifiingicos

O teste de susceptibilidade frente aos antifiingicos foi realizado em todos os
isolados por meio do método de microdiluicio em caldo, seguindo as recomendagdes do
protocolo M27-A2 (CLSI (NCCLS), 2002). Para o controle de qualidade, os testes foram
realizados em duplicata e Candida krusei (ATCC 6258) e Candida parapsilosis (ATCC
22019), gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Investigagiio em Fungos do Departamento
de Patologia Clinica da Faculdade de Medicina da UNICAMP, foram testadas em cada

ensaio.

4.7.1 Antifingicos

Foram testados fluconazol (Gerbras; SHo Paulo, SP, Brasil), itraconazol
(Galena; Campinas, SP, Brasil), cetoconazol {(Galena; Campinas, SP, Brasil) e anfotericina

B (Fungizon®; Bristol-Myers Squibb; S&o Paulo, SP, Brasil).

Para cada espécie de Candida foram testadas as seguintes dilui¢Ges: Candida
albicans: fluconazol 0,06 a 32pg/ml, itraconazol 0,015 a 8pg/ml, cetoconazol 0,007 a
4ug/ml e anfotericina B 0,03 a 16pg/ml; Candida krusei: fluconazol 0,25 a 128ug/ml,
itraconazol 0,015 a 8ug/ml, cetoconazol 0,03 a 16ug/ml e anfotericina B 0,03 a 16ug/ml;
demais espécies: fluconazol 0,125 a 64pg/ml, itraconazol 0,015 a 8ug/ml, cetoconazol

0,007 a 4ug/ml e anfotericina B 0,03 a 16pg/ml.

4.7.2 Seluciio estoque

Para preparo da solugio estoque, 12,8mg de cada droga foram dissclvidos em
1ml de dimetil sulfoxido (DMSQO) (Wako; Japéo), com excegéio da anfotericina B, que por

ter sido utilizada na forma injetavel, foi dissolvida em dgua destilada estéril.

A concentragdo estoque de 12800pg/ml foi diluida para 1280pg/ml para o
fluconazol, 160pg/ml para cetoconazol e anfotericina B, € 80pg/ml para o itraconazol. Em

seguida, diluicBes seriadas na razdio 1:2 foram realizadas com objetivo de se obter 10
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concentraces diferenies para cada antifiingico testado. Ao serem adicionados na placa

teste, as drogas sofreram nova diluicgio de 1:10 (Alves, 2004).

4.7.3 Meio de cultura

O meio de cultura foi preparado utilizando 10,40g de RPMI-1640 com L-
glutamina, sem bicarbonato de sédio (Gibco; Grand Island, NY, EUA), suplementado com
2% de dextrose e 34,53g de acido morfilenopropanosulfénico (MOPS) (USB; Cleveland,
Ohio, EUA) para 800ml de agua destilada. O pH da solugfo foi ajustado para 7,0 com uso
de solugdo de 1M NaOH {Merck; Darmstadt, Alemanha) e a soluggo foi filtrada a vacuo
{Corning, NY, EUA) (NCCLS, 2002).

4.7.4 Preparo do inéculo

Uma al¢a do microorganismo foi dissolvida em 5 ml de agua destilada estéril.
Apo6s homogeneizacio, 100pul da solugio foram transferidos para um tubo contendo 4,9ml
de agua destilada estéril, representando uma diluigiio de 1:50. Em seguida, a contagem do
numero de células foi realizada em cdmara de Newbauer. A partir do nimero de células
contadas foi realizada uma nova diluigio, para que fosse obtida a concentragfio final de
1x10*UFC/ml. Essa concentragfo final pdde ser obtida pela aplicagio da seguinte formula:
nx 10 x 1/n =1 x 10* UFC/mL Ao ser adicionado na placa de teste, o in6culo sofreu

dilui¢do de 1:10, restando um indculo final de 1 x 10° UFC/mi (Alves, 2004).

4.7.5 Preparo da placa de microdiluigéio

Foram utilizadas placas de microtitulagdo estéreis de 96 pogos com fundo em
“U” (Labcenter; Campinas, SP, Brasil). Nos pogos numerados de 1 a 10 foram adicionados
20pl da drogas em 10 concentracBes diferentes em ordem decrescente, previamente

diluidas. Em seguida, foram adicionados 160ul de RPMI em todos os pogos. Por titimo,
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20p] do méeulo foram adicionados em todos os pogos, exceto no pogo de niimero 11 que

serviu como controle negativo.

4.7.6 Analise dos resultados da Concentrag¢io Inibitéria Minima (CIM)

As leituras foram realizadas apos 48h de incubagfio a 35°C com auxilio de um
espelho de leitura. Para a anfotericina B, a CIM foi identificada como a menor

concentraciio de antifingico livre de crescimento da levedura (CLSI, 2002).

Para os azdis fluconazol, itraconazol € cetoconazol, gue apresentam o fendmeno
de crescimento residual, foi determinada a menor concentragdo capaz de induzir inibig¢o
em torno de 80%. Para isto, 40ul da solucio do controle positivo (crescimento sem
presenca da droga) foram transferidos para o controle negativo (somente o meio de cultura),
obtendo-se uma diluigio de 1:5. Apds homogeneiza¢io com micropipeta, a turvagio
encontrada nos pogos foi comparada com a turvagdo do novo controle de crescimento. A
menor concentragdo da droga em que a turvagfio foi menor do que a do novo controle foi
considerada a CIM (Espinel-Ingroff ef al., 1994; CLSI, 2002).

Os critérios utilizados com diretrizes para interpretacio do perfil de
susceptibilidade estio descritos no Quadro 1 (Rex et al., 1997; Milan ef al., 1998; CLSI
2002).

Quadro 1. Diretrizes de interpretaciio da susceptibilidade in vifro de Candida
spp. frente ao fluconazol, itraconazol, cetoconazol e anfotericina B.

Antifiingicos — CIMs (pg/mlL)

Susceptibilidade

fluconazol itraconazol cetoconazol anfotericina B
Sensivel <8 <0,125 <0,125 <1
S-DD 16-32 0,25-0,5 0,25e0,5
Resistente > 64 >1 =1 >2

CIM= Concentragdo inibitéria minima; S-DD= Susceptibilidade dependente da dose
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4.8 Cariotipagem eletroforética

A cariotipagem dos isolados de Candida albicans foi realizada por meio do
PFGE utilizando o sistema CHEF-DR® III (contour-clamped homogeneous electric field;
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) (Branchini ef al., 1994).

4.8.1 Extracido do DNA

O gcido desoxirribonucléico (DNA) foi extraido de amostras de Candida

albicans com 48 horas de crescimento a 35°C em ASD.

Cinco a 10 colbnias foram inoculadas em 10 mL de caldo YEPD preparado
com 1% de extrato de levedura (Difco; Detroit, Michigan, USA), 1% de dextrose, ¢ 2% de
peptona bacteriologica (Oxoid; Basingsyoe, Hampshire, Inglaterra) em 4gua destilada, ¢
mantidas por 12 horas a 30°C sob agita¢fo. Apos centrifugacfio a 4°C por 15min (3000rpm)
o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido. Desta solugiio, 150ul foram
retirados e centrifugados a 10000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado ¢ o
sedimento ressuspendido com 200ul de EDTA 50mM (pH 8,0) (Invitrogen; Carlsbad,
EUA). Apos nova centrifugacfio, o sobrenadante foi descartado ¢ 150ul de EDTA 50mM
(pH 8.,0) foi adicionado e o sedimento ressuspendido. A essa solugéio foram adicionados
80ul de solugdo de Lyticase (1.250U/ml em 50% de glicerol [vol/vol] € NaHPO4 0,01M pH
7,5 [Sigma; St. Louis, Mo, EUA]) e incubados a 37 °C durante 20 min.

Em seguida, 560ul de agarose de baixo ponto de fusfio a 1% (Agarose low melt;
BioAgency; Florida, EUA) foram adicionados aos tubos contendo o lisado de células. Este
preparado foi dispensado em moldes de acrilico para o preparo de blocos de gel de agarose

e mantidos sob refrigeragéo a 4°C por 15 minutos para solidificagfo.

Em seguida, os blocos foram colocados em pogos de placas de cultura de
células contendo 50u! de Proteinase K a 1mg/ml (Invitrogen; Carlsbad, EUA) diluida em
950uL de tampdo NET (1ml de Tris 1M pH 7.5 [Gibco, Grand Island, NY, EUA], 90ml de
EDTA 0,5M pH8,0, ¢ 10ml de soluglo de N-Lauroylsarcosine a 1% [Sigma, St Louis,
MO, EUA)). As placas foram mantidas em estufa a 50°C por no minimo 12 horas.
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Apds remogio da soluciio, os blocos foram lavados trés vezes com solucdo de
EDTA 50mM pH 8,0 com intervalos de 1 hora. Posteriormente, foram mantidos a
temperatura ambiente por 24 horas e lavados duas vezes com a mesma solugio com
intervalo de 1 hora entre cada lavagem. Até o momento do uso, os blocos de agarose foram

mantidos em EDTA 50mM pH 8,0 a 4°C por no maximo 6 meses.

4.8.2 Eletroforese em campo pulsitil (PFGE)

Apds lavagem com EDTA 0,05M pHS,0, os blocos de agarose contendo o DNA
foram dispostos seqiiencialmente no pente. A seguir, uma solugio contendo 0,8% de
agarose para cariotipagem (Agarose grau pulsed field cromossomal; BioAgency, Florida,
EUA), foi adicionado no suporte. Em cada corrida, um marcador de peso molecular de

Saccharomyces cerevisae (Yeast Chromosome PFG Marker; BioLabs) foi utilizado.

A corrida eletroforética foi realizada em duas etapas, sendo que na primeira
etapa o tempo de inversfio inicial e final foi de 120s com duragio de 18h, e na segunda
etapa, o tempo de inversdo inicial e final foi de 240s com duragfio de 22h., Durante a
corrida, foi utilizada a voltagem de 4,0volts/cm, e 0 dngulo de incidéncia da corrente
elétrica foi de 120°. O tampéo usado foi TBE 0,5X preparado com 54¢g de Tris ultra puro,
27.5g de acido borico (Synth; Diadema, SP, Brasil), e 10ml de EDTA 0,5M pH8,0 para
volume final de 10L de 4gua destilada, e foi mantido a 14°C durante a corrida,

Apo6s o término da corrida o gel foi corado com solugéio de brometo de etidio na
concentragio de 0,5ug/ml durante 1 hora e fotografado no transiluminador sob luz

ultravioleta (Vilbert-Loumart, Marle-la-Valle, Franca).

4.8.3 Anailise do cariétipo

A andglise do caridtipo foi realizada através da andlise visual comparativa e do
programa computacional Biogene (Vilbert-Loumart, Marle-la-Valle, Franca). A
similaridade do perfil de bandas foi estimada pelo Coeficiente de Similaridade de Dice

(CSD), e os grupamentos foram determinados por UPGMA (Unweighted Paired Group
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Method wusing Arithmetic  Averages). O CSD segue a seguinte formula:
CSD=2nxy/(nx-+ny), onde ax=niimero de bandas da coluna “x”; ay=numerc de bandas na

coluna “y”; e nxy=numero de bandas compartilhadas entre as colunas “x” e¢ “y”. Neste

estudo foi considerando a percentagem de similaridade de 95%.

4.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram digitados em planilha eletrénica (Excel® 2000,
Microsoft, EUA) e analisados com auxilio dos programas SAS (SAS, EUA) e Minitab
(Minitab, EUA). A influéncia da idade, da doenca de base e do condicionamento no fluxo
salivar foi avaliada por meio da analise de modelos lineares generalizados com uso de
"stepwise”. Para as demais andlises foi utilizado o teste Kruskal-Wallis para varidveis
continuas e o teste Qui-quadrado de Pearson para varidveis categéricas. Para determinagfio
da relagio entre o fluxo salivar e o niimero de UFC/ml foi realizada regresséo logistica.
Neste trabalho, o valor de corte para o p-valor foi de 0,05, sendo considerados

estatisticamente significativos valores iguais ou menores que esse.
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S RESULTADOS

5.1 Caracteristicas demograficas e clinicas

No perfodo do estude 44 pacientes foram admitidos na Unidade de TMO.
Destes, 4 foram excluidos por terem sido submetidos a TCPH nfio mieloablativo, 1 por ter
menos que 18 anos, 2 por nfio concordarem em participar da pesquisa ¢ 2 por terem

iniciado a profilaxia antifingica antes da abordagem inicial.

Todos os pacientes submetidos a TCPH Alogénico receberam profilaxia de
DECH com metotrexate e ciclosporina. Destes pacientes, 3 (14,3%) desenvolveram DECH

aguda.

As demais caracteristicas demogréaficas e clinicas dos 35 pacientes que foram

incluidos neste estudo estfo descritas nas Tabelas 1, 2 e 3.
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Tabela 1

Distribuigiio dos pacientes estudados de acordo com as caracteristicas demograficas

TCPH TCPH Total
Alogénico  Autblogo - Valor de p
~ _ n=35
n=21 n=14
Numero (%) 21 (60,0) 14 (40,0) 35 (100,0)
idade (anos)
Mediana (min-max) 38 (21-60) 48,5 (28-71) 44 (21-71) (1,008
Género, pacientes (%)
Masculino 13 (61,9) 9(64,3) 22 (62,9) 0.886
Feminino 8 38,1y 535D 13 (37,1) ?
Doenca de base, pacientes (%)
Anemia Aplasica 1(4,8) 0(1L,0) 1(2,9)
Leucemia Mieloide Agunda 5238 0(0,0) 5(14,3)
Leucemia Mieldide Cronica 7(333) 00,0 7(20,0)
Leucemia Linfocitica Aguda 8(38,1) 0(0,0) 8(22,9)
Leucemia Linfocitica Crénica 0(0,0) 1(7.,2) 1(2,9)
Linfoma de Hodgkin 0(0,0) 3(21,5) 3 (8,5)
Linfoma n#io Hodgkin 0{0,0) 6 (42,8) 6 (17.1)
Mieloma Multiplo 0 (0,0) 4 (28.,5) 4(11,4)
Tipo de transplante, pacientes (%)
Medula 6ssea 7(33,5) 0(0,0) 7(20,0) 0.027
Sangue periférico 14 (66,5) 14 (100,0) 28 (80,0) ’
Condicionamento, pacientes (%}
Bussulfano+tciclofosfamida 13(61,9) 0(0,0) 13 (37,1)
Irradiagfio corporal total+bussufano+ 8(38,1) 0(0,0) 8(22,8)
VP-16
Melfalano 0(0,0) 4(28.4) 4(11,4)
Melfalano+VP-16+BCNU+Ara-C (¢ (0,0) 7 (50,0) 7(20,0)
Melfalano+VP-16+BCNU+Ara-C+ 0 (0,0) 1(7,2) 1(2,9)
alemtuzumab
Melfalano+V P-16+BCNU+Ara-C+ 0(0,0) 1{(7,2) 1(2,9)
rituximab
Melfalanotalemtuzumab+mitoxantrona 0 (0,0) 1(7,2) 1(2,9)

TCPH=transplante de c¢élulas progenitoras hematopoiéticas; BCNU=1,3-bis-(2-chloroetil)-1-nitrosourea;

VP-16=Etopscsida; Ara-C—=citarabina.
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Tabela 2
Distribuigdo dos pacientes estudados de acordo com caracteristicas clinicas

TCPH TCPH Total
Alogénico  Autologo 0 Valor de p
_ _ n=35
=21 n=14
Duragfio da neutropenia (dias})

Mediana (min-max) 17 (4-27) 9 (5-26) 15¢4-27y 0,008
Presencga de mucosite, pacientes (%) 19 (90,5) 7 (50,0) 26 (74,3) 0,015

Grau I 1(5,3) 2 (28.6) 3(11,%)

Grau Il 421, 2(28,6) 6(23,1) 0.001

Grau [1I 0 (0,0) 2 (28,6) 2(7,7) ?

Grau IV 14 (73,7) 1(14,2) 15(57,7)

Duragio da mucosite (dias)

Mediana (min-max) 16 (8-29) 11 (6-23) 16 (6-29) 0,056
Uso de NP, pacientes (%) 16 (76,2) 4 {28,5) 20 (57,1 0,013
Duragéo da NP (dias)

Mediana {min-max) 12,5 (4-24) 14,5(10-19) 14(4-24) 0,538
Antibioticoterapia, pacientes (%) 20 (95,3) 13 (92,9) 33(94,3) 0,660
Antibioticoierapia (dias)

Mediana (min-msx) 21(2-54) 13 (4-25) 19(2-54) 0,013
Anfotericina B, pacientes (%) 9 (42,9) 50357 14 (40,0) 0,944

Uso empirico 8(88.9) 3 (60,0) 11 (78,6) 0.574

Uso profilatico 1(11,1) 2 (40,0) 3(21.4) ’
Obito, pacientes (%) 11 {52,4) 4(28,5) 15(42,8) 0,302
Causa de 6bito

Infecgfio bacteriana 8(72,7) 1(25,0) 9(60,0)

Pneumecnia fiingica 0 (0,0) 1(25.0) 1(6,6)

Hemorragia em SNC 1(9,1) 0 (0,0 1 (6,6)

Sindrome da obstrugéo sinusoidal 1 (9,1} 0 (0,0) 1(6,6)

Recidiva 0(0,0) 1(25,0) 1 (6,6)

Encefalite herpética 0(0,0) 1(25,0) 1(6,6)

Insuficiéncia cardiaca 1{9,1) 0 (0,00 1(6,6)

Dias entre TCPH ¢ 6bito
Mediana (min-méx) 15 (3-86) 24,5 (12-27) 23 (3-86) 0,647

TCPH=transplanie de células progenitoras hematopoiéticas; NP=nutri¢cio parenteral; SNC=sistema nervoso
central
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Tabela 3

Quadros infecciosos apresentados pelos pacienties estudados

TCPH TCPH Total
Alogénico  Autdlogo _ Valorde p
© - n=35
n=21 =14
Infecges bacterianas
ICS, eventos {%) 16 (69,5) 7 (30,5) 23 (100,00 0,031
Streptococcus agalactiae 0(0,0) 1(14,3) 1(4,3)
Staphylococcus epidermidis 3(18,75)  1(14.3) 4(17.4)
Staphylococcus aureus 3 (18,75) 1(14,3) 4 (17.4)
Corynebacterium jeikeium 2(12,5) 1(14,3) EXCERD)
Enterococcus faecalis 1(6,25) 0(0,0) 1(4,3)
Escherichia coli 3 (18,75) 0(0,0) 313,
Stenotrophomonas maltophilia 1(6,25) 0 (0,0) 1(4,3)
Enterobacter coaclae 1(6,25) 0(0,0) 1¢{4,3)
Acinetobacter lwoufi 1 (6,25) 1(14,3) 2(8,7)
Burkholderia cepacia I (6,25) 1(14,3) 2(8,7)
Klebsiella pneumoniae 0(0,0) 1(14,3) 1(4,3)
Infecgdes em cateter, eventos (%) 2 (100,0) 0 (0,0 2 (100,0)
Staphylococcus haemolyticus 1 (50,0) 0(0.0) 1(50,0)
Acinetobacter Iwoufi 1(50,0H 0 (0,0) 1(50,0)
Sinusite, eventos (%) 1(100,0) 0(0,0) I (100,0)
Burkholderia cepacia 1 (100,0} 0 (0,0) 1(100,0)
Infecgfio urindria, eventos (%) 1 (50,0) 1 (50,0} 2(100,0
Escherichia coli 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100,0)
Outros, eventos (%) 7 (50,0 7 (50,0) 14 (100,0)
Febre de origem indeterminada 6 (85, 7) 4 (57,1) 10 (71.4)
Sepsis 0(0,0) 1(14,3) 1(7,1)
Pneumonia 1(14,3) 2 (28,6) 3(21,%
Infecgdes fingicas, eventos (%) 5(83,35) 1(16,5) 6 (100,0)
Candidose oral 3(60,0) 1 (100,0) 4 (66,7)
Candidemia 1{20,0 0(0,0) 1(16,7)
Microabscessos hepaticos 1(20,0) 0(0,0) 1(16,7)
InfecgBes virais, eventos (%) 17 (89,5) 2(10,5) 19 (100,0)
Citomegalovirus 11{64,7y 0(0,0) 11 (57,9
Adenovirus 15,9 0 (0,0) 1(5,3)
Herpes simples 5294 0 (0,0 5(26,3)
Herpes zoster 0 (0,0) 2 (100,0) 2 (10,5)

TCPH=transplante de células progenitoras hematopoiéticas; ICS= Infecglio de corrente sangiiinea.
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5.2 Condigio oral

Dos 35 pacientes avaliados, 6 faziam uso de préteses dentdrias, sendo 4 deles
pertencentes ao grupo TCPH Alogénico e 2 do TCPH Autdlogo. Dois pacientes eram
desdentados totais e nfo usavam prétese (1 do TCPH Alogénico e 1 do TCPH Autélogo).
Um paciente do TCPH Autblogo fazia uso de prétese removivel com fungdo obturadora
devido a presenga de comunicagdo buco-nasal em conseqiiéncia do desenvolvimento de

Linfoma T/NK (Tabela 4).

Vinte ¢ um (60,0%) dos 35 pacientes incluidos neste estudo apresentaram
alguma queixa em relaclio a cavidade bucal em pelo menos um dos periodos de coleta,
sendo a xerostomia (45,5%) a queixa mais freqiiente, seguida de sialorréia (27,3%). Desses
pacientes, 14 eram do TCPH Alogénico ¢ 7 do TCPH Autologo (Tabela 4).

Dentre os processos infecciosos, infecgdo pelo herpes simples virus (HSV) foi
encontrada em 5 pacientes. Destes, 3 apresentaram herpes intra-oral associada com quadro
de mucosite grave durante o0 TCPH e 2 apresentaram herpes labial no periodo pds-enxertia.
A presenca de infecgio por HSV associada & mucosite foi confirmada pela realizagdo de
citologia exfoliativa. Manifestac8o oral de candidose fol encontrada em 4 pacientes, sendo
todos os casos no periodo pos-enxertia (Tabela 4). Dos pacientes que apresentaram
infecgdio oral apenas um, submetido a TCPH Alogénico, apresentou infecgdo por HSV e
Candida. Entretanto, a infecgo por HSV foi observada no periodo pré-enxertia ¢ a

infecgfio por Candida foi observada no periodo pés-enxertia.
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Tabela 4
Condi¢do bucal durante o periodo do estudo

TCPH TCPH
Alogénico  Autdlogo
n=21 n=14

Total

035 Valor de p

Desdentado total sem uso de préteses,

pacientes (%) L(4,7) 1(7.1) 2(57) 0,660

Uso de proteses removiveis, pacientes (%) 4 (19,0 2(14,3) 6 (17,1 0,928
Protese total 1(25,0) 2(100,0) 3 (50,0)
Protese parcial removivel 2 (50,0) 0 (0,0) 2(33,3)
Prétese total e prétese parcial removivel 1(25,0) 00,0 [{16,7)

Aparelho removivel obturador, pacientes (%) 0 (0,0) 1{7,1) 1(2,8) 0,338

Queixas, pacientes (%)

Queixas, evenios (%)
Xerosiomia
Sialorréia

Aumento da viscosidade da saliva
Diminuicio da fungo gustativa

Ardéncia bucal

Herpes simples, pacientes (%)

Periodo pré-enxertia

Periodo pos-enxertia (herpes labial)

Candidose oral, pacientes (%)

Periodo pré-enxertia
Periodo pos-enxertia

14 (66,7)

25 (75,7)
12 (48,0)
8 (32,0)
3(12,0)
14,0

1 (4,0)

5(23,8)
3 (60,0)
2 (40,0)

3(14,3)
0 (0,0)
3 (100,0)

7(50.0)

8 (24,3)
3 (37.5)
1(12,5)
3 (37.5)
1(12.5)
0 (0,0)

0 (0,0)
0 (0,0)
0(0,0)

1(7,1)
0 (0,0)
1100,0)

21 (60,0)

33 (100,0)
15 (45,5)
9 (27,3)

6 (18,2)

2 (6,0)
1(3,0)

5(14,3)
3 (8,5)
2(5.7)

4(11.4)
0 (0,0)
4 (100,0)

0,532

0,914

TCPH=transplante de células progenitoras hematopoiéticas.



5.3 Coletas

Foram realizadas 135 coletas, sendo 125 (92,6%) coletas de saliva total ndo
estimulada e 10 (7,4%) esfregagos com zaragatoa. Uma coleta extra foi realizada no
paciente 21 do TCPH Alogénico entre as coletas D ¢ E (dia +68) devido a evidéncia clinica
de candidose oral (Coleta 21CO). Os valores referentes a esta coleta nfio foram usados para

determinagio do fluxo salivar e do mimero de UFC/ml de saliva.

Dos 21 pacientes submetidos a TCPH Alogénico foram coletadas 75 amostras,
sendo 68 coletas de saliva total nio estimulada € 7 com zaragatoa. Das coletas
programadas, 29 nfo foram realizadas por motivo de 6bito de 11 pacientes ¢ 1 coleta nio
foi realizada devido a auséncia do paciente no dia da coleta. Dos 21 pacientes analisados,

somente de 9 (42,8%) foram realizadas as 5 coletas previstas (Anexo 1).

Dos 14 pacientes submetidos a TCPH Autélogo foram coletadas 59 amostras,
sendo 56 coletas de saliva total nfio estimulada e 3 com zaragatoa. Das coletas
programadas, 10 ndo foram realizadas em decorréncia da morte de 4 pacientes € 1 coleta
néo foi realizada devido a auséncia do paciente. Dos 14 pacientes analisados, somente de 9

(64,3%) pacientes foram realizadas as 5 coletas previstas (Anexo 2).
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5.4 Fluxo salivar

O fluxo salivar obtido nos diferentes periodos de coleta exibiu uma variagdo
estatisticamente  significativa tanto nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico
(p=0,0003), quanto nos pacientes submetidos a TCPH Autdlogo (p=0,0058). Comparando
os grupos em cada periodo de coleta, diferenca estatisticamente significativa foi observada
na coleta E (p=0,009) (Tabela 5). Os valores obtidos em cada periodo de coleta estéo

descritos nos Anexos 1 e 2.

Na andlise dos fatores que poderiam influenciar o fluxo salivar, a idade foi o
Gnico fator que mostrou estar associado com a variagiio do fluxo (p=0,0055) nos pacientes
do grupo Alogénico. Diferente do que foi observado no grupo anterior, o fator doenga foi o
unico associado com a variagdio do fluxo salivar (p<0,0001) nos pacientes submetidos a

TCPH Autdlogo.

No grupo TCPH Alogénico, a curva das medianas do fluxo salivar foi
caracterizada por um aumento durante as coletas B e C, seguida de diminui¢8o nas coletas
subseqiientes, sendo que o valor da coleta E foi menor do que o obtido na coleta inicial
(Figura 1). No grupo TCPH Autélogo, foi verificada uma diminuicfio do valor da mediana
do fluxo salivar na coleta B, seguida de aumento nas coletas subseqlientes, retornando ao
valor da coleta inicial (Figura 1). A presenga e o grau de mucosite foram testados quanto a
sua relagdo com o fluxo salivar obtido durante as B ¢ C de ambos os grupos mas nédo houve

relac8o estatisticamente significativa (p=0,308).

Em 5 (14,3%) pacientes foram verificados valores de fluxo salivar <0,1ml/min,
indicativos de hipossalivag@o. Esses valores foram verificados somente em 1 coleta de cada
paciente, com exce¢do de 1 paciente que apresentou hipossalivagdo em 2 coletas. Trés
pacientes pertenciam ao grupo TCPH Alogénico e 2 ao grupo TCPH Autélogo (Anexos 1 €
2). Destes pacientes, 3 (60%) apresentaram queixa de Xerostomia e 1 (20%) apresenton

queixa de aumento da viscosidade da saliva.
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Tabela 5

Medianas dos valores do fluxo salivar dos pacientes submetidos a TCPH

Alogeénico e Autélogo nos diferentes periodos de estudo

Periodos TCPH Alogénico TCPH Autologo

de coleta Mediana (min-max) Mediana (min-max) Valor de p
ml/min ml/min

Coleta A 0,260 (0,106-0,844) 0,480 (0,048-1,176) 0.077
n=21 n=14

Coleta B 0,448 (0,192-1,330) 0,222 (0,110-0,742) 0.062
n= 14 n=13 ==

Coleta C 0,543 (0,160-1,192) 0,311 (0,078-0,638) 0.086
n=12 n=10 ?

Coleta D 0,290 (0,090-1,416) 0,495 (0,096-0,912) 0.056
n=12 n=10 ?

Coleta E 0,158 (0,070-0,580) 0,478 (0,216-1,242) 0.009*

n=9 n=9 ’

TCPH= Transplante de células progenitoras He?nalopoiéticas; *) valores estatisticamente significantes

(p<0,05).

Fluxo salivar (ml/min)

0.600
0,500
0,400
0,300
0.200
0,100

0,000

—&— TCPH Alogénico

J

—#— TCPH Autdlogo

Figura | — Representagio das medianas do fluxo salivar (ml/min) por periodo de

coleta no pacientes submetidos a TCPH Alogénico e Autdlogo
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5.5 Coloniza¢io da cavidade oral por Candida spp.

Do total de 135 coletas realizadas, 134 foram utilizadas para essa analise. A
excegdo foi a coleta 21CO descrita no item 5.3. Os valores de UFC/ml de saliva foram

calculados independentemente da evidéncia clinica de infec¢éo.

Colonizacdo por Candida foi observada em 20 (57,1%) dos 35 pacientes
estudados, sendo 11 (52,4%) dos 21 dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico ¢ 9
(64.3%) dos 14 pacientes submetidos a TCPH Autélogo.

Das 75 amostras obtidas dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico, 27 (36%)
foram positivas para Candida (Anexo 3). Neste grupo houve variagdo no percentual de
pacientes colonizados/infectados em cada periodo de estudo, a qual foi caracterizada por

uma diminui¢do na coleta B seguida de aumento nas coletas subseqiientes (Figura 2).

Nos pacientes submetidos a TCPH Autdlogo, das 59 amostras obtidas, 19
(32,2%) foram positivas para Candida (Anexo 4). Nesse grupo nenhuma evidéncia de
colonizagdo foi observada durante as coletas B e C. Nas coletas subseqiientes, o percentual

de pacientes colonizados foi similar ao percentual encontrado na coleta A (Figura 2).

B Colonizados B Nio colonizados ‘ l Colonizados Bl Nao colonizados
100 100
3 80 g 80 |
5 5
3 60 5 60 ‘
S 40 § 40
° -
e 20 = 20
0 0 ! . ; i . ‘
A B A B C D E

Figura 2 - Percentual de pacientes colonizados e ndo colonizados por Candida nos diferentes
tempos de estudo. Painel A: Pacientes submetidos a TCPH Alogénico: Painel B:

Pacientes submetidos a TCPH Aut6logo
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Considerando o nimero de UFC/ml de saliva ocorreu uma diminui¢do da média
durante as coletas B e C, seguida de expressivo aumento nas coletas subseqlientes nos
pacientes do grupo TCPH Alogénico. Nenhum dos pacientes do TCPH Autélogo mostrou-
se colonizado durante as coletas B e C. Neste grupo. as médias encontradas nas coletas D e
E foram, aproximadamente, 6 vezes maiores que a média obtida na coleta inicial (Figura 3).
Os nimeros de UFC/ml de saliva obtidos em cada periodo de coleta e em ambos os grupos

estido descritos nos Anexos 3 e 4.

Dentre as 46 amostras positivas para Candida sp., 18 (39%) exibiram valores
maiores que 400 UFC/ml de saliva. Destas 18 amostras, em somente 3 (17,6%), todas
obtidas no dia +50, havia evidéncia clinica de candidose oral. As médias do niimero de
UFC/ml de saliva encontradas nas coletas D e E foram maiores que as encontradas na
coleta inicial, mesmo excluindo-se os pacientes que apresentaram candidose em ambos 0s

grupos (Figura 4).

A regressdo logistica com os dados categorizados mostrou que houve uma
relagdo inversamente proporcional entre o nimero de UFC/ml de saliva e o fluxo salivar
obtido (p=0,005). A idade (p=0.264) e o tipo de transplante (p=0.,831) ndo mostraram

relagdo estatisticamente significativa com o nimero de UFC/ml de saliva.
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Figura 3 - Médias dos niimeros de UFC/ml de saliva encontradas nos diferentes tempos de
estudo nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico e a TCPH Autdlogo
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Figura 4 - Médias dos niimeros de UFC/ml de saliva encontradas nos diferentes tempos de
estudo nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico e a TCPH Autélogo,
excluindo os pacientes que apresentaram candidose oral.
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5.5.1 Espécies de Candida identificadas

Do total de 46 amostras positivas para Candida foram obtidos 54 isolados
clinicos, sendo 34 (63%) de Candida albicans e 20 (37%) de Candida nédo albicans.
Somente um dos isolados identificados como Candida albicans ou Candida dubliniensis
através da analise do crescimento em meio cromogénico, formagéo do tubo germinativo e
analise micromorfologica, mostrou-se negativo nos testes de assimilagdo da xilose e do
crescimento a 42°C sendo, portanto, sugestivo de Candida dubliniensis. Este 1solado fol
adicionalmente testado quanto & assimilacio de carboidratos no sistema automatizado
VITEK®, onde exibiu assimilagiio da xilose. Tendo em vista o resultado contraditério ¢ a
ndo realizagio de outra técnica mais especifica, esse isolado foi considerado Candida

albicans para a analise.

Além das espécies do género Candida descritas, foram encontrados 2 isolados

de Saccharomyces cerevisae e 1 de Trichosporon beigelii.

Para 12 isolados de Candida ndo albicans, além do teste de assimilagio de
carboidratos, a andalise micromorfologica foi necessaria para a identificagdo final. Entre as
espécies de Candida nio albicans foram identificados 11 (55%) isolados de Candida
parapsilosis, 4 (20%) de Candida guilliermondii, 2 (10%) de Candida tropicalis, ¢ 1 (5%)
isolado de Candida lusitaniae, Candida krusei € Candida sp. cada. O isolado 21CO ngo foi

computado nessa analise (ver item 5.3).

Dos 21 pacientes submetidos a TCPH Alogénico, 11 (52,4%) mostraram-se
colonizados em pelo menos um periodo de coleta. Destes pacientes foram obtidos 33
isolados clinicos, sendo 19 (57,5%) de Candida albicans e 14 (42,5%) de Candida nio
albicans. A espécie nfio albicans mais freqiientemente encontrada foi a Candida
parapsilosis (42,8%) seguida da Candida guilliermondii (28,4%) (Tabela 6). Dos 11
pacientes colonizados, 4 ndo estavam colonizados na coleta inicial mas foram colonizados
posteriormente por espécies de Candida ndo albicans. A colonizacio mista, caracterizada
pela presenga de Candida albicans e de Candida ndo albicans na mesma coleta, foi

encontrada em 4 pacientes (Figura 5).
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Dos 14 pacientes submetidos a TCPH Autologo, 9 (64,3%) estavam colonizados
em pelo menos uma das coletas realizadas. Destes pacientes foram obtidos 21 isolados
clinicos, sendo 15 (71,4%) de Candida albicans e 6 (28,6%) de Candida ndo albicans.
Entre as espécies de Candida ndo albicans, a espécie mais freqlientemente identificada foi a
Candida parapsilosis (83,5%) (Tabela 6). Um dos pacientes deste grupo nfo estava
colonizado na coleta inicial mas mostrou-se colonizado posteriormente por Candida

albicans. Dos pacientes deste grupo, somente um apresentou colonizagfo mista (Figura 5).

Tabela 6
Espécies de Candida isoladas nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico ¢ a TCPH Autdlogo
Coletas
TX Espécie A B C D E Total
n % n % n % n % n % n %
C. albicans 7 70 2 50 3 100 4 36,5 3 60 19 575
A
L Candida naoc albicans 3 30 2 50 0 0 7 635 2 40 14 425
O C. parapsilosis 1 335 1 50 0 0 3 428 1 50 6 428
G C. guilliermondii 2 665 1 50 0 o0 1 143 0 0 4 284
E C. tropicalis 0 ¢ o0 o0 6 0 0 0 1 50 1 72
N C. lusitaniae 0 0 0 0 0 0 1 143 o 0 1 72
I C. krusei 0 0 0o o0 0 0 1 143 o O 1 72
C Candida sp. 0 o 06 ¢ 0 o 1 143 0 0 1 72
O
Total Alogénico 0 100 4 100 3 100 i1 100 5 100 33 100
A C albicans 6 665 0 0 0 ¢ 5 714 4 80 15 7i4
U
T Candida ndo-albicans 3 335 0 0 0 0 2 286 I 20 6 28,6
O C. parapsilosis 2 665 0 0 O 0 2 100 1 100 5 83,5
L C. tropicalis P 33,5 0 0 0 0 0 0 ] 0 1 16,5
O
G Total Autdlogo 9 100 0 0 o0 o0 7 100 5 100 21 100
O

TCPH=transplante de células progenitoras hematopoiéticas; TX=Transplante.
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Figura 5 - Dindmica de colonizacfo oral por Candida nos pacientes submetidos a TCPH

Alogénico e a TCPH Autblogo. CE=Caribtipo eletroforérico; § Pacientes que vieram a
6bito; PColeta ndo realizada;, Candida albicans;[| Candida parapsilosis, JCandida
tropicalis; I Candida krusei, || Candida guf!!iermondfi;ﬂ Candida sp; |:| Candida
lusitaniae
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5.6 Susceptibilidade antifingica

Os valores de CIM frente aos antifiingicos fluconazol, itraconazol, cetoconazol €
anfotericina B foram obtidas para todos os isolados clinicos. Os valores para cada isolado

clinico estdo descritos nos Anexos Se 6.

5.6.1. Pacientes submetidos a TCPH Alogénico

Todos os isolados clinicos de Candida albicans e de Candida parapsilosis
obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico exibiram sensibilidade ao fluconazol.
Sensibilidade a essa droga também foi observada nos isolados de Candida tropicalis,
Candida lusitaniae e de Candida sp. Entre os 4 isolados de Candida guilliermondii
estudados encontramos 1 isolado sensivel, 2 com susceptibilidade dependente da dose e 1
resistente. Resisténcia ao fluconazol também foi encontrada no isolado de Candida krusei

estudado (Tabela 7).

Os isolados clinicos obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico
exibiram predominantemente susceptibilidade dependente da dose ao itraconazol, sendo
89.5% dos isolados de Candida albicans, 83,3% dos isolados de Candida parapsilosis € os
isolados de Candida tropicalis, Candida lusitaniae ¢ Candida sp. estudados. Resisténcia ao
itraconazol foi encontrada em 1 isolado de Candida parapsilosis, 2 de Candida

guilliermondii e no isolado de Candida krusei (Tabela 8).

Quanto ao cetoconazol, 84,8% dos isolados clinicos obtidos dos pacientes
submetidos a TCPH Alogénico mostraram-se sensiveis, sendo todos os isolados de Candida
albicans, 83,5% dos isolados de Candida parapsilosis bem como os isolados clinicos de
Candida tropicalis, Candida lusitaniae e Candida sp. Susceptibilidade dependente da dose
foi encontrada em 75% dos isolados de Candida guilliermondii. Resisténcia ao cetoconazol
foi encontrada em 1 isolado de Candida parapsilosis e no isolado de Candida krusei

estudado (Tabela 9).
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Dos 33 isolados clinicos avaliados neste grupo, 93,9% foram sensiveis a
anfotericina B. Resisténcia foi encontrada somente no isolade de Candida krusei € no

isolado clinico de Candida sp. estudados (Tabela 10).

Tabela 7
Perfil de susceptibilidade frente ao fluconazol dos isolados de Candida albicans € de Candida ndo
albicans obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico®

Espécie c N Variacio Nilmero Porcentagem
CM™Mpg/m) ¢ spp R s SDD R
C. albicans A 7 0,125-0,5 7 0 0 100 0 0
B 2 0,125-0,5 2 0 0 100 0 0
C 3 025 3 0 0 100 0 0
D 4 0,125-0,5 4 0 0 100 0 0
E 3 0,125-0,25 3 0 0 100 O 0
Subtotal 19 0,125-0.5 19 0 0 100 0 0
C. parapsilosis A 1 2 1 0 0 100 0 0
B 1 2 1 0 0 100 0 0
D 3 1-4 3 0 0 100 0 1]
E 1 2 1 0 0 100 0 0
Subtotal 6 14 6 0 0 100 0 0
C. guilliermondii A 2 3-16 1 1 0 50 50 0
B 1 64 0 0 1 0 0 100
D 1 16 0 i 0 0 160 0
Subtotal 4 8-64 1 2 1 25 50 25
C. tropicalis E 1 0.5 i 0 0 100 0 0
C. lusitaniae D I 0,5 1 0 0 100 0 0
C lrusei D i 64 0 0 1 0 0 100
Candida sp. D 1 2 1 0 0 100 0 0
TOTAL 33 0,125-64 29 2 2 878 6.1 6,1

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoiéticas; C=Coleta; N=nimero de isolados;
S=Susceptivel; S-DD=Susceptibilidade dependente da dose; R=Resistente. *0 isolado 21CO nio foi
incluido nesta analise.
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Tabela 8
Perfil de susceptibilidade frente ao itraconazol dos isolados de Candida albicans e de Candida ndo
albicans obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico®

. Variagio Numero Porcentagem

Espécie C (CIM pg/mi)

K S sPD R S SDD R

C. albicans A 7 0,125-0,5 1 6 0 143 857 0

B 2 0,25 0 2 0 0 100 0

C 3 0,25 0 3 0 0 100 0

D 4 0,125-0,5 1 3 0 25 75 0

E 3 0,25 0 3 0 0 100 0

Subtotal 19 0,125-0,5 2 17 0 10,5 895 0

C. parapsilosis A 1 0,25 0 1 0 0 100 0

B l 0,25 0 1 0 0 100 0

D 3 (,25-1 0 2 1 0 675 33,5

E 1 0,25 0 1 0 0 100 0

Subtotal 6 0,25-1 0 5 1 0 83 165

C. guilliermondii A 2 0,5-1 0 1 1 0 50 50

B 1 i 0 0 1 0 0 100

D 1 0,5 0 1 0 0 100 0

Subtotal 4 0,5-1 0 2 2 0 50 50

C. tropicalis E 1 0,5 0 1 0 0 100 0

C. lusitaniae D 1 0,5 0 1 0 0 100 0

C. krusei D 1 1 0 0 1 0 0 100

Candida sp. D 1 0,5 0 1 0 0 100 0

TOTAL 33 0,125-1 2 27 4 6,1 81,8 12,1

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoidticas; C=Coleta; N=mnimero de isolados;
S=Susceptivel; $-DD=Susceptibilidade dependente da dose; R=Resistente. ‘O isolado 21CO nio foi
incluido nesta analise.
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Tabela 9
Perfil de susceptibilidade frente ao cetoconazol dos isolados de Candida albicans e de Candida nio
albicans obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico®

Espécie o N Variagio Nimero Porcentagem
(CMpg/m) ¢ spp R s SDD R
C. albicans A 7 0,03-0,06 13 0 0 100 0 0
B 2 0,03-0,06 2 0 0 100 0 0
C 3 0,06 3 0 0 100 0 0
D 4 0,03-0,125 4 0 0 100 0 0
E 3 0,03-0,06 3 0 0 100 0 0
Subtotal 19 0,03-0,125 19 0 0 100 0 0
C. parapsilosis A 1 0,125 1 0 0 100 0 0
B 1 0,125 1 0 0 100 0 0
D 3 0,06-1 2 0 1 66,5 0 335
E 1 0,125 | 0 0 100 0 0
Subtotal 6 5 0 1 835 0 16,5
C. guilliermondii A 2 0,125-0,5 l 1 0 50 50 0
B 1 0,25 0 1 0 ] 100 0
D 1 0,5 0 1 0 0 100 0
Subtotal 4 0,125-0,5 1 3 0 25 75 0
C. tropicalis E 1 0,06 1 0 0 100 0 0
C. lusitaniae D 1 0,06 1 0 0 100 0 0
C krusei D 1 2 0 0 1 0 0 100
Candida sp. D 1 0,06 1 0 0 100 0 0
TOTAL 33 0,032 28 3 2 848 91 61

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoiéticas; C=Coleta; N=ntmero de isolados;
S=Susceptivel; S-DD=Susceptibilidade dependente da dose; R=Resistente. %O isolade 21CO ndo foi
incluido nesta analise,
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Tabela 10
Perfil de susceptibilidade frente a anfotericina B dos isolados de Candida albicans e de Candida
nfo albicans obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico®

‘- Variagio Numero Porcentagem

Espécie C N

P (CTM pig/ml) o R S n

C. albicans A 7 0,5-1 7 0 100 0

B 2 0,5 2 0 100 0

C 3 0,5-1 3 0 100 0

D 4 0,5-1 4 0 100 0

E 3 0,5 3 0 100 0

Subtotal 19 0,5-1 19 0 160 0

C. parapsilosis A 1 I 1 0 100 0

B 1 1 1 0 100 0

D 3 0,5-1 3 0 100 0

E 1 1 1 0 100 0

Subtotal 6 0.5-1 6 0 100 0

C. guilliermondii A 2 0,5-1 2 0 100 0

B 1 1 1 0 160 0

D 1 1 1 0 100 0

Subtotal 4 0,5-1 4 0 100 0

C. rropicalis E 1 1 1 0 100 0

C. lusitaniae D i 1 1 0 100 0

C. krusei D 1 2 0 1 0 100

Candida sp. D 1 2 0 1 0 100

TOTAL 33 0,5-2 31 2 93,9 6,1

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoiéticas; C=Coleta; N=numero de isolados;
S=Susceptivel; $-DD=Susceptibilidade dependente da dose; R=Resistente. O isolado 21CO vio foi
incluido nesta andlise.
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5.6.2 Pacientes submetidos a TCPH Autédlogo

Todos os 21 isolados clinicos obtidos dos pacientes a TCPH Autdlogo

mostraram-se sensiveis ao fluconazol (Tabela 11).

Quanto ao itraconazol, 95,2% dos isolados apresentaram sensibilidade
dependente da dose. Resisténcia a essa droga foi encontrada em 1 isolado de Candida

parapsilosis (Tabela 12).

Sensibilidade ao cetoconazol foi encontrada em 90,5% dos isolados clinicos
obtidos dos pacientes deste grupo. Sensibilidade dependente da dose foi encontrada em 2

1solados de Candida parapsilosis (Tabela 13),

Todos os isolados clinicos obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Aut6logo

foram sensiveis & anfotericina B (Tabela 14).
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Tabela 11
Perfil de susceptibilidade frente ao fluconazol dos isolados de Candida albicans ¢ de Candida
ndo albicans obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Autologo

Espécie c N Variag#o Nimero Porcentagem
CMpg/mh) ¢ spp R s SDD R
C. albicans A 6 0,125-0,5 6 0 0 100 0 0
D 5 0,125-0,5 5 0 0 100 0 0
E 4 0,25-0,5 4 0 0 100 0 0
Subtotal 15 0,125-0,5 15 0 0 100 0 0
C. parapsilosis A 2 1-2 2 0 0 100 0 0
D 2 2 2 0 0 100 0 0
E 1 1 i 0 0 100 0 0
Subtotal 5 1-4 5 0 0 100 0 0
C. tropicalis A 1 1 1 0 ¢ 100 0 0
TOTAL 21 0,125-4 21 0 0 100

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoicticas; C=Coleta; N=nimero de isolados;
S=Susceptivel; S-DD=Susceptibilidade dependente da dose; R=Resistente.

Tabela 12
Perfil de susceptibilidade frente ao itraconazol dos isolados de Candida albicans e de Candida
nao albicans obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Autologo

Espécie c Variagédo Nimero Porcentagem
(CMpgmh s spp R s spD_ R
C. albicans A 6 0,25-0,5 0 6 0 ] 100 0
D 5 0,25-0,5 0 5 0 0 100 0
E 4 0,25 0 4 0 0 100 0
Subtotal 15 0,125-0,5 0 15 0 0 100 0
C. parapsilosis A 2 0,25-1 0 ] 1 0 50 50
D 2 0,25-0,5 0 2 0 0 100 0
E 1 0,5 0 1 0 0 100 0
Subtotal 5 0,25-1 0 4 1 0 80 20
C. tropicalis A 1 0.5 0 1 0 0 100 0
TOTAL 21 0,125-1 0 20 1 0 952 4.3

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoiéticas; C=Coleta; N=nuimero de isolados;
S=Susceptivel; 8-DD=3uscepiibilidade dependente da dose; R=Resistente.
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Tabela 13
Perfil de susceptibilidade frente ao cetoconazol dos isolados de Candida albicans e de Candida
ndo albicans obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Autdlogo

Espécie c N Variagéo Nimero Porcentagem
(CMpg/m) ¢ spp R s sDD R
C. albicans A 6 0,03-0,125 6 0 0 100 0 0
D 5 0,03 5 0 0 100 0 0
E 4 0,06 4 Q 0 100 0 0
Subtotal 15 0,03-0,125 15 0 0 100 0 0
C. parapsilosis A 2 0,06-0.5 1 1 0 50 50 0
D 2 0,06-0,5 2 0 0 100 0 0
E 1 0,25 0 1 0 0 100 0
Subtotal 5 0,06-0,5 3 2 0 60 40 0
C. tropicalis A 1 0,06 1 0 0 100 0 0
TOTAL 21 0,03-0,5 19 2 0 905 9.5 0

TCPH=Transplante de c¢¢lulas progenitoras hematopoiéticas; C=Coleta; N=ntimero de isolados;
S=Susceptivel; S-DD=Susceptibilidade dependente da dose; R=Resistente.

Tabela 14
Perfil de susceptibilidade frente 4 anfotericina B dos isolados de Candida albicans e de
Candida nao albicans obtidos dos pacientes submetidos a TCPH Autélogo

. Variagio Nomero Porcentagem

Especie C N

(CIM pg/ml) S R g R

C. albicans A 6 0,5-1 6 0 100 0

D 5 0,5-1 5 0 100 0

E 4 0,5-1 4 0 160 0

Subtotal 15 (,5-1 15 0 100 0

C. parapsilosis A 2 1 2 0 100 0

D 2 1 2 0 100 0

E i 1 1 0 100 0

Subtotal 5 1 5 0 100 0

C. tropicalis A 1 1 I 0 100 0

TOTAL 21 0,5-1 21 0 100 0

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoiéticas; C=Coleta; N=ndmero de isolados;
S=Susceptivel; 8-DD=Susceptibilidade dependente da dose; R=Resistente.
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5.7 Cariotipagem eletroforética

A cariotipagem eletroforética foi realizada nos 35 isolados de Candida albicans
identificados em ambos 0s grupos no presente estudo, sendo 20 isolados clinicos obtidos de
pacientes submetidos a TCPH Alogénico incluindo o isolado 21CO, ¢ 15 dos pacientes do

grupo Autdlogo.

Todos os 7 pacientes submetidos ao TCPH Alogénico que foram colonizados
por Candida albicans estavam colonizados na coleta inicial. Destes pacientes, 5 estavam
colonizados por Candida albicans em pele menos uma coleta posterior. A andlise do
caridtipo eletroforético dos isolados seqlienciais de Candida albicans mostrou que em 3
pacientes a mesma cepa estava presente nas coletas posteriores. Em 2 outros pacientes

foram encontradas cepas diferentes da cepa colonizadora inicial (Tabela 15; Figura 5).

Dos 7 pacientes submetidos a TCPH Autélogo colonizados por Candida
albicans, 6 estavam colonizados na coleta inicial. Quatro destes pacientes também estavam
colonizados por Candida albicans em coletas posteriores. A analise dos isolados de
Candida albicans seqiienciais de cada paciente mostrou que 3 pacientes estavam
colonizados posteriormente com a mesma cepa identificada na coleta inicial. Em outro
paciente um caridtipo eletroforético diferente, indicativo de outra cepa, foi encontrado em

duas coletas posteriores (Tabela 16; Figura 5).

No geral, foram encontrados 9 diferentes perfis eletroforéticos, sendo o perfil 6
o mais freqiientemente identificado em ambos os grupos (Tabelas 15 e 16; Figuras 5 € 6). A
similaridade entre as cepas identificadas no presenie estudo estd representada no

dendrograma da Figura 6. A Figura 7 exibe os diferentes perfis encontrados.
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Tabela 15
Caridtipo eletroforético e perfil de susceptibilidade antifingica dos isolados clinicos de
Candida albicans encontrados nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico

CIM (pg/ml)

fluconazol  itraccnazol cetoconazol anfotericina B

Paciente  Coleta CE

4 A 6 0,25 0,25 0,06 0,5
E 3 0,25 0,25 0,06 0,5
6 A 6 0.5 0.25 0,06 [
10 A 6 0,25 0,25 0,03 1
C 6 0,25 0,25 0,06 1
D 6 0,25 0,25 0,125 L
E 6 0,25 0,25 0,06 0,5
18 A 1 0,125 0,125 0,03 0,5
B 1 0,125 0,25 0,03 0,5
C 1 0,25 0,25 0,06 0,5
D 1 0,25 0,5 0,03 0,5
E 1 0,125 0,25 0.03 0,5
21 A 4 0,5 0,25 0,06 0,5
B 4 0,5 0,25 0,06 0,5
D 4 0,5 0,125 0,06 1
co 4 0,25 0,25 0,06 1
24 A 6 0,125 0,25 0,03 0,5
29 A 5 0,25 0,25 0,06 0,5
C 5 0,25 0,25 0,06 0,5
D 2 0,125 0,25 0,03 0,5

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoiéticas; CE=Caridtipo eletroforético;
CIM=Conceniragio inibitéria minima.
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Tabela 16
Caridtipo eletroforético e perfil de susceptibilidade antifiingica dos isolados clinicos de
Candida albicans encontrados nos pacientes submetidos a TCPH Autologo

CIM (ug/ml)

Paciente  Coleta CE ) .
fluconazol  itraconazol cetoconazol anfotericina B

7 A 6 0,5 0,25 0,03 0,5
D 6 0,25 0,25 0,06 1
E 6 0,25 0,25 0,06 0,5
8 A 6 0,25 0,25 0,06 0,5
D 8 0,5 0,5 0,06 0,5
E 8 0,5 0,25 0,06 0,5
9 D 6 0.25 0,5 0,06 0,5
E 6 0,25 0,25 0,06 1
20 A 6 0,25 0,25 0,03 0,5
D 6 0,25 0.25 0,06 0,5
E 6 0,25 0,25 0,06 0,5
30 A 9 0,25 0,25 0,125 0,5
33 A 6 0,25 0,5 0,06 1
D 6 0,125 0,25 0,06 0,5
34 A 7 0,125 0,25 0,03 0,5

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoidticas, CE=Cariétipo eletroforético;
CIM=Concentraggo inibitoria minima.
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Figura 6- Dendrograma representando a similaridade do cariotipo
eletroforético entre os isolados de Candida albicans
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Figura 7 — Perfis eletroforéticos encontrados entre os isolados de Candida
albicans. Canaletas: (P) Padrio de peso molecular de §.
cerevisiae; (1-9) Diferentes perfis de Candida albicans
encontrados; (CA) Candida albicans ATCC 90028
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5.8 Presenca de candidose oral

Dentre os 35 pacientes acompanhados no presente estudo, 4 apresentaram
infecgdo oral por Candida. Destes, 3 pacientes eram do grupo do TCPH Alogénico e 1 era
do TCPH Autélogo. Todos os pacientes desenvolveram candidose oral pseudomembranosa
no periodo pos-enxertia. O paciente 29, do TCPH Alogénico, estava internado devido a
complica¢des pos-transplante e os demais pacientes que apresentaram candidose oral
estavam em acompanhamento ambulatorial. Os pacientes 18, 21 e 29 do TCPH Alogénico
estavam fazendo uso de ciclosporina e haviam feito uso recente de antibioticoterapia devido
a infec¢do em catéter. Nenhum desses pacientes desenvolveu DECH no periodo do estudo.

Todos os pacientes foram tratados com fluconazol na dose de 200mg/dia por 14 dias.

A tunica espécie isolada durante os eventos de candidose oral foi Candida
albicans. Essa espécie também foi identificada nas coletas iniciais de todos os pacientes
que apresentaram infec¢do oral posteriormente. A analise do caridtipo eletroforético dos
isolados seqiienciais de Candida albicans mostrou que a cepa identificada durante o quadro
infeccioso foi a mesma encontrada na coleta inicial em 3 pacientes. Em um outro paciente,
submetido a TCPH Alogénico, a cepa responsavel pela infeccdo apresentou perfil

eletroforético diferente da cepa identificada inicialmente (Tabela 17; Figura 8).
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Tabela 17
Isolados de Candida albicans obtidos de pacientes que apresentaram candidose oral no
periodo de estudo

UFC/ml  fluconazol

Paciente TCPH  Coleta CO CE desaliva  CIM (ug/ml)
18 Alogénico A - 1 20 0,125
B B 1 200 0,125
(% - 1 4 0,25
D Presente 1 25.300 0.25
E - 1 3.660 0.125
20 Autdlogo A - 6 3.700 0.25
B - - 0
C - - 0
D Presente 6 15.000 0.25
E - 6 18.340 0,25
21 Alogénico A - 4 + 0,5
B - 4 12 0,5
C - - 0
D - 4 340 0.5
CO Presente 4 51.392 0.25
E = C. tropicalis 180
29 Alogénico A - 5 120 0,25
B - - 0
C - 5 2 0,25
D Presente 2 73.600 0,125

TCPH=Transplante de células progenitoras hematopoiéticas; CO=Candidose oral; CE= Caridtipo
eletroforético; CIMg,=Concentragfo inibitdria minima de 80%.

68



1600—

1125—

Figura 8 - Cariotipagem eletroforética de isolados orais seqiienciais dos pacientes que
desenvolveram candidose oral. Canaletas: (1 e 17) Padrdo de peso molecular de
DNA de §. cerevisae; (2-6) Paciente 18: Cepas 18A, 18B, 18C, 18D e 18E; (7-10)
Paciente 21: Cepas 21A, 21B, 21D e 21CO; (11-13) Paciente 29: Cepas 29A, 29C e
29D: (14-16) Paciente 20: Cepas 20A, 20D e 20E. As setas indicam as cepas que

foram isoladas durante os eventos de candidose oral
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6 DISCUSSAO

As complica¢Oes orais sfio freqiientes causas de morbidade nos pacientes que
sfio submetidos a TCPH. Essas complicages podem representar efeitos combinados da
doenga de base, do condicionamento pré-transplante, de infec¢des orais e das manifestagdes
orais da DECH (Kolbinson et al., 1988). Os pacientes podem apresentar queixa de
xerostomia, disgeusia, disfonia e de disfagia, as quais podem estar relacionadas a redugfio
do fluxo salivar ou a altera¢Bes na composi¢fio quimica da saliva {(Kolbinson et al., 1988;
Sreebny, 2000; Tanida et af., 2003). Dos 35 pacientes incluidos em nosso estudo, 21
(60,0%) apresentaram alguma queixa relacionada a cavidade oral. As queixas mais
freqiientes foram xerostomia (45,5%) e sialorréia (27,3%), seguidas do aumento da

viscosidade da saliva (18,2%).

A queixa de xerostomia, associada ou ndo a hipossalivagio, é freqilientemente
relacionada ao uso de algumas drogas como as de acfio adrenérgica, anticolinérgica e as de
acdo citotoxica (Sreebny, 2000; Scully 2003; Porter ef al., 2004; Nagler & Hershkovich,
2005). Essas alteragdes também podem ocorrer apds radioterapia para o tratamento de
cincer de cabega € pescogo, ou apds irradiacéio corporal total como parte do protocolo de
condicionamento pré-TCPH (Bonan ef al., 2003; Nagler & Nagler, 2004). Nos pacientes
submetidos a TCPH Alogénico, a xerostomia ¢ a hipossalivagiio também podem ocorrer
devido ao aumento da reagio inflamatoria nas glandulas salivares maiores no periodo
inicial pés-transplante, ou pelo desenvolvimento da DECH em periodos posteriores (Nagler
& Nagler, 2004; Coracin et al., 2006). A DECH pode afetar as glandulas salivares maiores
e as menores provocando dano celular nos ductos ¢ nas unidades secretoras seguido de
fibrose (Nagler & Nagler, 2001 e 2004; Levy ef al., 2000).

Valores do fluxo salivar nfio estimulado <0,1ml/min tém sido usados para
caracterizar a hupossalivagfio (Sreebny, 2000). Em nosso trabalho, dos 5 (14,3%) pacientes
que apresentaram niveis de hipossalivagio, 3 (60%) queixaram-se de xerostomia. De outro

lado, dos 10 pacientes com queixa de xerostomia, somente 3 (30%) mostraram niveis de
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hipossalivaciio. Torres et al. (2002) encontraram, em andlise de coleta de saliva total
estimulada, a presenca de hipossalivagdo em 58% dos 112 pacientes xerostdmicos
estudados. Esses dados sugerem que a xerostomia pode estar relacionada com alteracdes na
composi¢do quimica da saliva na auséncia de redugfio do fluxo salivar (Sreebny, 1992 ¢
2000; Torres et al., 2002; Peterson, 2003). As altera¢tes na composicio da saliva também
podem ter sido responséveis pelas queixas de aumento da viscosidade da saliva, disgeusia e
ardéncia bucal descritas pelos pacientes do presente estudo (Kolbinson et al., 1988; Nagler
& Nagler, 2001 e 2004; Tanida et al., 2003; Nagler & Hershkovich, 2005). A xerostomia,
disgeusia e a ardéncia também podem ser causadas pela presenga de colonizagfio oral por

Candida (Kurnatowska, 2001).

O fluxo salivar obtido em coletas seqiienciais variou de modo estatisticamente
significante tanto nos pacientes submetidos a TCPH Autélogo (p=0,0058), quanto nos
pacientes submetidos a TCPH Alogénico (p=0,0003). A reduciio do fluxo salivar observada
durante o quadro de granulocitopenia dos pacientes do grupo TCPH Autdlogo pode ter
ocorrido devido a acgfio das drogas administradas durante o condicionamento pré-

transplante, as quais promovem redugfio do fluxo salivar.

Nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico foi observado um aumento da
mediana do fluxo salivar nas coletas realizadas na presenga de granulocitopenia e apés a
enxertia medular, comparados aos demais periodos de coleta. O aumento da mediana do
fluxo salivar observado durante o quadro de granulocitopenia coincide com a queixa de
sialorréia de 8 (38%) pacientes deste grupo durante esse periodo. O periodo de
granulocitopenia também esta relacionado com a presenca de mucosite principalmente nos
pacientes submetidos a TCPH Alogénico. Neste grupo, a presenga de mucosite foi
observada em 19 (90,5%) dos 21 pacientes incluidos neste estudo, sendo que destes, 14
(73,7%) apresentaram mucosite grave. Dos 8 pacientes submetidos a TCPH Alogénico que
apresentaram queixa de sialorréia, 6 (75%) exibiram um quadro de mucosite grave. Embora
a presenga de mucosite ndo tenha influenciado de maneira estatisticamente significativa o
fluxo salivar (p=0,308), podemos supor que a odinofagia associada aos quadros de

mucosite grave dificulta a degluticdio da saliva pelo paciente, o que pode ser responsavel
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pela queixa de sialorréia e, de alguma forma, pode estimular a maior produgéo de saliva nos

pacientes submetidos a TCPH Alogénico (Grosso et al., 2005).

Nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico a variavel que influenciou o fluxo
salivar de maneira estatisticamente significativa foi a idade (p=0,0058). Nos pacientes
idosos as queixas de xerostomia, ardéncia bucal e de alteragbes no paladar sdio mais
freqiientes e podem estar relacionadas tanto com a redugfio do fluxo salivar, quanto com
alteragGes na composi¢fio da saliva. Essas alteracdes podem ser devido a substituicio do
parénquima glandular por tecido fibroso e/ou tecido adiposo evidenciada nas glindulas
salivares dos pacientes idosos, assim como ser devido & maior ocorréncia de doengas € ao
uso de miltiplas drogas por essa populaciio (Lockhart ef al., 1999; Sreebny, 2000; Nagler
& Hershkovich, 2005).

Outro fator que pode influenciar o fluxo salivar dos pacientes submetidos a
TCPH Alogénico é o desenvolvimento da DECH crénica. Os pacientes que desenvolvem
essa doenga Ireqlientemente apresentam alteragio na composigio da saliva e/ou
hipossalivaciio, as quais séio decorrentes da a¢fio dos linfocitos T do enxerto seguida da
fibrose do parénquima das glandulas salivares (Levy et al., 2000; Nagler & Nagler, 2001 e
2004; Alborguetti ef al., 2005). Embora a hipossalivagio seja mais evidente nos pacientes
que apresentam DECH cronica, acreditamos que alteragdes bioquimicas possam ser
identificadas na saliva antes do desenvolvimento da doenga ou mesmo na presenga de
DECH aguda, visto que alteragdes moleculares precedem as alteragdes morfoldgicas como
a fibrose observada nas glinduias salivares dos pacientes que desenvolvem DECH crénica.
No presente trabalho nenhum paciente desenvolveu DECH cronica. Trés dos 21 pacientes
do TCPH Alogénico apresentaram DECH aguda, mas nenhum apresentou hipossalivagio
medida pela andlise do fluxo salivar. Outros estudos sfo necessarios para analisar o efeito

do TCPH na composicdo salivar desses pacientes.

As alteragbes na composicdo da saliva resultam no comprometimento da sua
capacidade funcional, visto que esta capacidade estd diretamente relacionada com a
composicio salivar normal € podem atuar sinergicamente com a reducio do fluxo salivar.

Essas alteragbes podem levar ao aumento ou diminui¢do da concentragiio de certos jons na
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saliva, aumento na concentracdo de proteina, assim como diminui¢io de IgA secretora.
(Levy et al, 2000; Tanida et al, 2003; Nagler & Nagler, 2004), propiciando o

desenvolvimento de infec¢des orais exemplificadas pela candidose oral.

O efeito protetor da saliva estd relacionado com seus constituintes como
enzimas presenga de IgA secretora (Jorge ef al., 1993a; Levy et al., 2000; Tanida et dl.,
2003; Nagler & Nagler, 2004; Totti er al., 2004). Niveis reduzidos dessas substincias
podem propiciar o desenvolvimento de infecgdes orais como a candidose, Estudos in vive
mostraram que ratos sialodenectomizados apresenmtam maior colonizagdo € maior
ocorréncia de candidose oral comparado com ratos ndo sialodenectomizados (Jorge et al.,
2003a e 2003b; Tottt e al., 2004). De outra forma, o desenvolvimento de candidose oral
em ratos parece ser inibido pela ingestdo de saliva humana (Kamagata-Kiyoura et al.,

2004).

Um fator local que pode favorecer o aparecimento de candidose oral € a
formagdo de biofilmes por leveduras do género Candida, associadas ou ndo com bactérias,
nas superficies dentérias, protéticas e na mucosa oral (Edgerton ef al., 1993; Chandra et af.,
2001; Sen ef al., 1997 e 2003; Hsu ef al, 1990; Adam ef al., 2002). Os biofilmes
representam comunidades complexas de microorganismos inseridos em uma matriz de
exopolissacarideos. Esses microorganismos, quando inseridos no biofilme, exibem
caracteristicas fenotipicas que conferem maior resisténcia a agfio do sistema imune e agio
dos medicamentos. Desta forma, os biofilmes sfio freqlieniemente relacionados com
infecgBes persistentes e refratirias a teraputica convencional por atuarem como um
reservatorio de microorganismos (Costerton et al., 1999; Ramage et al., 2001; Kunh ef al.,
2002). As préteses dentarias podem atuar como um nicho para o desenvolvimento de
biofilmes em decorréncia das irregularidades de sua superficie, atuando, portanto, como um
reservatério para microorganismos que podem ser responsaveis por infecgdes locais e por
infecgdes sistémicas (Edgerton et al., 1993; Chandra ef al., 2001; Sen ef al., 1997 ¢ 2003;
Perezous et al., 2005). Em nosso trabalho, dos 4 pacientes que desenvolveram candidose

oral, dois eram usudrios de préteses dentarias removiveis.

74



Além dos fatores locais citados acima, outro importante fator de risco para o
desenvolvimento tanto de infecgo sistémica quanto de infecgo superficial por Candida € a
presenga de colonizagio prévia. A colonizagio do trato gastrintestinal representa uma fonte
de contamina¢do endégena nos pacientes submetidos a TCPH em virtude da proliferacéo
fingica propiciada pelo uso de antimicrobianos de largo espectro, da possibilidade de
disseminagiioc hematégena devido a quebra da barreira mucosa e pelo
imunocomprometimento decorrente do condicionamento quimioterapico, do uso de
imunossupressores ¢ do desenvolvimento da DECH (Pfaller, 1995; Epstein ef al., 1996;
Wey ef al., 1989; Verfaillic ef al., 1991; Goodman ef al., 1992; Pittet ef al., 1994; Pagano et
al., 1999; Marr et al., 2000a; Trabasso, 2001; Safdar & Armstrong, 2002).

Em nosso trabalho, verificamos um percentual de colonizagio oral por Candida
de 57,1% dos 35 pacientes estudados, sendo 52,4% dos pacicntes submetidos a TCPH
Alogénico ¢ 64,3% dos pacientes submetidos a TCPH Aut6logo. Valores percentuais
similares foram descritos por Hoppe ef al. (1997) ao estudarem a colonizac¢fio por leveduras
em varios sitios de pacientes pediatricos submetidos a TCPH. Esses autores verificaram um
percentual de 54,7% de pacientes colonizados, sendo 44,4% dos pacientes submetidos a
TCPH Alogénico e 67,9% dos pacientes submetidos a TCPH Autélogo. Nos pacientes
submetidos a TCPH no Hospital de Clinicas da UNICAMP no periodo de 1996 a 2000,
Silva (2001) descreveu a presenga de colonizag@io por Candida em 53% dos pacientes

incluidos no estudo.

Para diminwr o risco de infecgdo por Candida os pacientes submetidos a TCPH
fazem uso protocolar de fluconazol em doses didrias de 200 a 400 mg até a enxertia
medular ou até o término da terapia imunossupressora para os pacientes submetidos a
TCPH Alogénico que desenvolvem DECH. O objetivo € promover a descontaminagfo
seletiva do trato gastrintestinal e assim reduzir o risco de infecgfo (Samonis ef af., 1990;
Goodman ef al., 1992; Chandrasekar et af., 1994; Slavin et af., 1995; Marr et al., 2000a;
Safdar er al., 2001a; MacMillan et al. 2002).

A redugdo do percentual de pacientes colonizados por Candida associada 3

institui¢do do uso profilatico de fluconazol tem sido descrita por diversos autores (Samonis

75



et al., 1990; Goodman et al., 1992; Chandrasekar et al., 1994). A influéncia do fluconazol
na colonizacéo oral por Candida em pacientes com céncer foi avaliada por Samonis ef al.
(1990} através de um estudo prospectivo. Esses autores verificaram uma reducfio de 45%
no numero de pacientes colonizados contrastando com uma redugio de 8% encontrada nos

pacientes do grupo placebo.

A reducdo no percentual de pacientes submetidos a TCPH colonizados por
Candida foi descrita por Goodman et al. (1992) que verificaram uma redugéio de 58% do
numero de pacientes colonizados ¢ que fizeram uso de fluconazol contrastando com um
aumento de 6% nos pacientes do grupo placebo que apresentaram coletas subseqiientes
negativas. No trabalho aqui apresentado, verificamos que dos 15 pacientes que eram
colonizados na coleta inicial, 9 nfio mostraram-se colonizados nas coletas subseqiientes B ¢
C, realizadas estando o paciente sob profilaxia com fluconazol. Portanto, a reducdo do
nimero de pacientes colomzados foi de 60%, sendo que nfio foram encontrados pacientes

colonizados no grupo Autdlogo nesse periodo de estudo.

Além da diminui¢io do nimero de pacientes colonizados, em nosso trabalho
verificamos uma redugfio do nimero de UFC/ml de saliva nas coletas realizadas no periodo
de internagfio, fato também demonstrado por Samonis ef al. (1990). Nas coletas
subseqlientes D e E houve um expressivo aumento do ntimero de UFC/ml de saliva em
ambos os grupos quando comparado com o nimero obtido na coleta inicial. Em nosso
trabalho, apds categorizagio dos dados, observamos uma relagdo inversamente
proporcional entre o niimero de UFC/ml de saliva e o fluxo salivar (p=0,005), fato também
demonstrado por outros autores € que refor¢a a importincia da saliva no controle do
crescimento fingico na cavidade oral (Whalin, 1991; Navazesh ef al., 1995; Torres et al.,
2002).

Além das drogas de uso sistémico, o uso de bochecho com clorexidina,
instituido para esses pacientes durante o periodo de internagfio também pode ter atuado
como co-fator na redugdo do nimero de UFC/ml de saliva obtido durante as coletas B ¢ C

(Ellepola & Samaranayake, 2001). Além do efeito antibacteriano, essa droga atua como
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antifingico inibindo a adesdo das leveduras &s células epiteliais e também as superficies do

acrilico (Epstein et al., 2003; Soysa et al., 2004).

Embora tenha ocorrido um aumento do numero de quadros infecciosos
provocados por espécies de Candida nio albicans ap6s a institui¢io do uso protocolar de
fluconazol profilitico em pacientes de maior risco, Candida albicans ainda ¢ a espécie mais
freqilentemente encontrada como espécie colonizadora € mais comumente relacionada aos
quadros de candidemia e de candidose oral, dado também mostrado em estudos realizados
na populagdo brasileira (Wingard er al., 1991; Abi-Said ef al., 1997; Colombo ef al., 1999;
Marr & Bowden, 1999; Marr, 2000b; Pfaller ef al., 2000; Silva, 2001; Trabasso, 2001;
Torres et al., 2002). Em nosso trabalho a Candida albicans foi a espécie mais
freqiientemente encontrada representando 63% de todos os isolados clinicos, seguida da
Candida parapsilosis a qual correspondeu a 20,37% dos isolados € 55% dos 1solados de
Candida ndo albicans. Esse dado estd acordo com o estudo de Torres et al. (2002) que
verificaram a colonizagéo oral por Candida albicans em 84,8% e por Candida parapsilosis

em 32,9% dos pacientes xerostomicos avaliados (Hannula et ai., 1999).

A grande freqiiéncia de colonizagdo oral por Candida parapsilosis pode indicar
o préprio perfil da populacdo estudada visto que Colombo ef al. (1999) descreveram uma
maior incidéncia de infecglo provocada por Candida parapsilosis e por Candida
tropicalis, espécies que representaram, respectivamente, 25% e 24% dos casos de
candidemia registrados em hospitais terciarios do Brasil mesmo na auséncia do uso
profiltico do fluconazol (Colombo et al., 1999; Pfaller ¢f ai., 2000).

Ainda no Brasil, 0 aumento da incidéncia de candidemia provocada por espécies
de Candida ndio albicans nos pacientes do Setor de Transplante de Medula Ossea da
UNICAMP foi descrito por Trabasso (2001). O autor verificou que entre os anos de 1997 a
1999 foram confirmados 5 casos de candidemia nessa populagio. Trés (60%) quadros
foram causados por Candida parapsilosis, 1 (20%) por Candida lusitaniae ¢ 1 (20%) por

Candida albicans.

Para os pacientes de maior risco, a importancia da vigildncia epidemioldgica

recai na possibilidade de identificagdo prévia de espécies colonizadoras que s#o
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naturalmente resistentes aos antifingicos mais comumente utilizados, como a Candida
krusei, ou na identificacfio de outras espécies que podem desenvolver resisténcia apds uso
prolongado de azélicos. Os pacientes que apresentam doengas onco-hematoldgicas
normalmente fazem uso de profilaxia antifingica devido ao imunocomprometimento
propiciado pela doenga de base e/ou pelo tratamento citotéxico. Isso pode levar a seleciio
de espécies e de cepas com melhor capacidade adaptativa (Epstein ef al., 1996; Nolte et al.,
1997; Marr et al., 2000a; Pfaller ef al., 2000; Safdar & Armstrong, 2002).

Em nosso trabalho somente um paciente, o qual submetido a TCPH Alogénico,
desenvolveu candidemia. A espécie identificada foi Candida krusei, mas nédo havia indicio
de colonizagdo oral prévia. Neste caso podemos supor que o paciente possuia ouiros sitios
colonizados que nfo a cavidade oral. Outro paciente do mesmo grupo apresentou
colonizagdo oral por Candida krusei no periodo pos-TCPH, mas nenhum quadro de
infecgdio estava presente. Um quadro de microabeesso hepatico sugestivo de infecgdo por
Candida foi encontrado em outro paciente submetido a TCPH Alogénico, mas o agente ndo
foi identificado. Este paciente nd3o apresentou colonizagfio oral por Candida no decorrer
deste estudo. Assim, ndo pudemos, em nosso estudo, estabelecer a relagfio entre a
colonizagio oral e o desenvolvimento de infecgfo fiingica sistémica. Apesar disso, o fato de
11 (31,4%) pacientes terem feito uso empirico de anfotericina B devido & presenga de febre
persistente mesmo durante terapia antimicrobiana durante o transplante, demonstra a
dificuldade do diagndstico de infecgfo fungica sistémica nesses pacientes, € nio podemos
descartar a possibilidade de infeccfio por algum dos microorganismos colonizadores da
cavidade oral. O uso de técnicas de identificagédio mais sensiveis como a reagéo em cadela
da polimerase, talvez pudessem ser uteis na compreensio da dinidmica entre colonizagio

oral e infeccfio sistémica por leveduras do género Candida nesses pacientes.

Dos 35 pacientes incluidos no presente estudo, 4 (11,4%) desenvolveram
candidose oral. Todos os eventos ocorreram no periodo pds-enxertia € somente isolados de
Candida albicans foram encontrados. Todos esses pacientes, 3 do TCPH Alogénico e 1 do

TCPH Autdlogo, estavam colonizados inicialmente pela mesma espécie.
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A maior ocomréncia de candidose oral no periodo pods-enxertia pode ter
decorrido de alteragdes locais como a mudanga da microbiota enddgena, diminuicio da
capacidade protetora da saliva, assim como decorrido de fatores sistémicos como a
imaturidade do sistema imune. A importincia da imunidade celular na protecio contra a
infecgiio superficial por Candida ¢ evidenciada nos pacientes portadores do HIV os quais
comumente apresentam candidose oral recorrente. A maior ocorréncia de infec¢fo nestes
pacientes € inversamente relacionada com o mimero de linfocitos-T CD4" circulantes
(Powderly et al., 1992; Liu et al. 2006). Nos pacientes submetidos a TCPH as alteragdes da
imunidade celular s3o decorrentes tanto da imaturidade do sistema imune no periodo
imediato pos-TCPH, quanto pelo uso de imunussupressores como profilaxia ou tratamento
da DECH. Assim, infecgOes secunddrias a defeitos na imunidade celular predominam

durante essa fase do transplante (Sable & Donowitz, 1994).

Em nosso trabalho o diagnéstico de candidose oral pseudomembranosa foi
baseado principalmente na evidéncia clinica de infecgfio. Epstein e al. (1980) sugeriram
que um valor 2400 UFC/ml de saliva indica infec¢io. Em nosso trabalho, 19 coletas
apresentaram valores 2400 UFC/ml, mas em somente 4 (21%) casos havia evidéncia clinica
de candidose oral. A auséncia de relagdo enire o niimero de UFC/ml de saliva e presenga de

doenga também foi descrita por Torres ef af. (2002).

A analise do cariétipo eletroforético ¢ a determinagio da CIM dos isclados orais
de leveduras do género Candida ¢ importante para a vigilincia epidemiologica (Hamal et
al., 2001). Trabalhos anteriores mostraram a similaridade genotipica entre microorganismos
colonizadores orais e causadores de pneumonia fingica e de infec¢do fingica sistémica, o
que sugere a atuagdo da cavidade oral como um importante nicho para o desenvolvimento

de infecglio de origem enddgena (Redding er al., 2004, Yamamoto ef ai., 2005).

Embora ndo tenha sido possivel, no presente trabalho, estabelecer a relagiio
entre colonizagio oral ¢ infecgdo sist€émica, observamos uma relagdo entre infecgédo local e
colonizagdo oral prévia. Todos os 4 pacientes do presente estudo que desenvolveram
infecglo oral no periodo pos-transplante eram previamente colonizados pela mesma

espécie, no caso a Candida albicans. Destes pacientes, 3 (75%) apresentaram infec¢fio pela
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mesma cepa colonizadora, o que foi evidenciado pela analise do cari6tipo eletroforético. A
manuten¢io da mesma cepa de Candida albicans colonizadora em quadros infecciosos
orais recorrentes tem sido descrita em pacientes portadores do HIV (Schmid er al., 1992;
Bart-Delabesse ef al., 1993; Lasker ef ai., 2001).

Em nosso trabalho encontramos um nimero reduzido de perfis eletroforéiicos.
O perfil 6 foi encontrado em 9 (64,3%) dos 14 pacientes colonizados ou infectados por
Candida albicans. A similaridade entre os perfis eletroforéticos encontrados em diferentes
pacientes tem sido descrita como evidéncia de contaminagfo cruzada (Branchini es al.,
1994; Huang et al., 2004). Em nosso trabalho nfio pudemos confirmar contaminagdo
cruzada, visto que 0s 4 casos de infecgdo oral ocorreram no periodo pos-transplante ¢ em 3
destes casos a cepa infectante foi a mesma cepa previamente identificada como
colonizadora oral. Além disso, no outro paciente que apresentou uma cepa diferente durante

quadro infeccioso, a mesma cepa ndo foi identificada em nenhum outro paciente.

Estudos realizados utilizando cariotipagem eletroforética em isolados de
Candida albicans tém demonstrado discrepincia no niimero de perfis encontrados. Alguns
trabalhos mostram grande variabilidade nos perfis, enquanto outros exibem um namero
reduzido (Lupetti ef al,, 1995; Capoluongo et al., 2000; Wilson et al., 2001; Tavanti ef al,
2004). A presenga de poucos perfis pode ser devido ao baixo poder discriminatério da
técnica utilizada ou pode representar a distribuigio natural de linhagens de cepas com
maior capacidade de adaptativa 3 superficie da mucosa oral e que, portanto, sdo mais
freqiientemente encontradas como colonizadoras ou infectantes na mucosa oral (Lupetti e/

al., 1995; Tavanti et al., 2004).

Segundo Al-Kaarawi er al. (2002) parecem existir definidos gendtipos de
Candida albicans que tém predilecdo por um meio ambiente oral especifico ou por um
grupo de pacientes. Em nosso trabalho, a populagdo estudada geralmente € submetida a
tratamento quimioterapico prévio. Nesses casos, devido 2 indugdo de aplasia e ao maior
risco de infecgdo, normalmente os pacientes fazem uso de antifingico sistémico o que
poderia promover selegdo entre as cepas, mantendo-se na cavidade oral as cepas com

melhor capacidade adaptativa (Powderly er al., 1992). Outras técnicas como genotipagem
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através do uso de enzima de restricio podem ser necessarias para aumentar o poder
discriminatério e permitir a distingdo entre as cepas estudadas (Branchimi ez al., 1995;

Kanellopoulou ¢f al., 2001; Taylor ef al., 2003; Ball et al., 2004).

Entre as espécies de Candida ndo albicans a identificacio da Candida
dubliniensis como espécie colonizadora e infectante tem ganhado importincia devido &
maior freqiiéncia de desenvolvimento de resisténcia aos antifiingicos em pacientes que
fazem uso prolongado de fluconazol e devido a sua similaridade com a Candida albicans, o
que dificulta sua identificagio por métodos fenotipicos (Sullivan er af. 1995; Kirkpatrick et
al., 1998; Martinez e al., 2002; Campanha et al., 2005). A presenca de isolados de
Candida dubliniensis em quadros de candidose oral tem sido descrita principalmente em
pacientes portadores do HIV, mas também em pacientes sob tratamento radioterapico na
regido de cabeca e pescogo, em pacientes submetidos ac TCPH, assim como em pacientes
imunocompetentes (Sullivan et al., 1995; Kirkpatrick et al., 1998; Al-Karaawi et al., 2002;
Mariano et al., 2003). Na populagiio brasileira, a incidéncia de Candida dubliniensis gira
em torno de 2 a 2,8% dos isolados clinicos anteriormente identificados como Candida

albicans (Milan et al., 2001; Mariano et al., 2003).

No presente estudo, 2 testes fenotipicos foram realizados para a distingéo entre
Candida albicans e Candida dubliniensis. Somente um isolado foi considerado sugestivo
de Candida dubliniensis, mas nio houve confirmagfio com o uso do sistema Vitek® devido
a evidéncia de assimilagdo da xilose (Gales et al., 1999). Sullivan ef al. (1995) descreveram
que a presenca de uma ou mais bandas <1Mb na cariotipagem eletroforética sio indicativas
de Candida dubliniensis (Redding et al. 2001; Martinez et al., 2002). Embora 4 perfis
cariGtipos eletroforéticos apresentados em nosso trabalho, incluindo o isolado descrito
acima, tenham exibido bandas com esse padrio, as nossas condigdes de corrida foram
diferentes das dos trabalhos citados e, portanto, outros testes serfio necessarios para a
distingdo entre essas duas espécies (Donnelly ef al., 1999; Milan et af., 2001; Martinez et
al., 2002).
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O uso de antifiingicos parcce predispor ao desenvolvimento de resisténcia, ou
favorece o crescimento de cepas menos susceptiveis da propria microbiota de pacientes

multicolonizados (Pfaller ef al., 1994; Marr ef al., 1997, Nucci & Colombo, 2002).

Em pacientes imunocompetentes, a incidéncia de isolados orais de Candida
resistentes ao fluconazol gira em torno de 1,2%, variando de 0,3% dos isolados de Candida
albicans a 6,8% dos isolados de Candida glabrata. Nesses pacientes, parece ndo haver
diferenca na susceptibilidade entre os pacientes com ou sem historia de uso prévio de
antifiingicos (Kuryiama et al., 2005). Esses percentuais parecem aumentar em pacientes

imunocomprometidos que fazem uso profilatico desse medicamento.

Em pacientes com céncer, a incidéncia geral de resisténcia ao fluconazol descrita
por Safdar et al. (2001b) foi de 9,4%, sendo de 3% entre os isolados de Candida albicans e
de 30,8% entre os isolados de Candida glabrata. Esses autores também encontraram
resisténcia ao itraconazol em 10,8% dos casos, sendo 4% dos isolados de Candida albicans
¢ 46,2% dos isolados de Candida glabrata. A resisténcia dos isolados de Candida albicans
ao fluconazol e ao itraconazol foi associada com exposigiio prévia as azolicos, o que nédo

ocorreu com os isolados de Candida glabrata (Safdar ef al., 2001b).

Em nosso trabalho, 91% dos isolados mostraram-se susceptiveis aos antifiingicos
testados, valor similar o obtido por Melo (2002) em seu grupo controle. Somente 6 (11%)
isolados clinicos, todos de Candida ndo albicans, mostraram resisténcia a wma ou mais
drogas testadas, representando 30% dos isolados de Candida nfio albicans. A incidéncia de

resisténcia foi de 3,7% ao fluconazol, cetoconazol e anfotericina e de 9,3% ao itraconazol.

Neste trabalho encontramos um isolado de Candida parapsilosis e um de Candida
guilliermondii resistentes ao itraconazol, um isolado de Candida parapsilosis resistente ao
itraconazol e ao cetoconazol € um isolado de Candida guilliermondii resistente ao
fluconazol e ao itraconazol. O tinico isolado de Candida sp. identificado no presenie estudo
mostrou-se resistente a anfotericina B e o isolado de Candida krusei exibiu resisténcia as 4
drogas testadas. A identificacfio de isolados orais de Candida resistentes aos antifimgicos
de uso comum refor¢a a importancia da vigildncia epidemioldgica para os pacientes

submetidos a TCPH na tentativa de adequar o protocolo antifingico prescrito a esses
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pacientes. Além disso, erradicagdo dos reservatdrios orais através da orientagio de higiene,
adequagdio do meio ¢ uso de anti-sépticos torna-se imprescindivel no infuito de reduzir a
colonizagdo ¢ assim, reduzir o risco de desenvolvimento de infeccfio superficial e de

infeccéo sistémica.

Nos isolados seqiienciais de Candida albicans notamos pequena variagio na CIM
do fluconazol (0,125-0,25) (Pfaller ef al., 1994). Isso foi observado nos isolados obtidos
dos 6 pacientes nos quais houve manutengdio da mesma cepa colonizadora ¢ nos 3 pacientes
nos quais houve re-colonizagdo por uma cepa diferente de Candida albicans. Portanto, no
presente estudo, ndo fol possivel estabelecer a relagio entre o uso de antifimgicos e o
desenvolvimento de resisténcia. A susceptibilidade aos antifingicos encontrada nos
isolados de Candida albicans obtidos durante os episodios de candidose oral sugere que
fatores locais inerentes ao hospeiro sdo os responsaveis pela predisposigdo ao
desenvolvimentio de candidose oral no periodo pds-TCPH. A persisténcia da mesma cepa
sugere que a profilaxia com fluconazol nfo erradica a cepa colonizadora e que a
colonizagfo prévia parece ser um pré-requisito para o desenvolvimento de infecgiio (Wilson

et al., 2001).
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7 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Houve variacgéo significativa do fluxo salivar em ambos os grupos caracterizada por
uma redugio no periodo do transplante e retorno ao padrfio inicial nos pacientes
submetidos a TCPH Autélogo (p=0,0058) e um aumento do fluxo no periodo do
transplante seguido de redugfo a niveis inferiores ao encontrado na coleta imcial

nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico (p=0,0003);

Colonizaco por Candida ocorreu em 57% dos 35 pacientes estudados, sendo 52%
dos 21 pacientes submetidos a TCPH Alogénico e 64% dos 14 pacientes submetidos
a TCPH Autélogo. Durante as coletas B e C, realizadas com o paciente sob regime
profilatico com fluconazol (200mg/dia), houve uma reducgio de 60% no nimero de

pacientes colonizados;

Houve redugio do nimero de UFC/ml de saliva encontrada durante as coletas B ¢
C, realizadas estando o paciente sob regime profilatico com fluconazol (200mg/dia),
nos pacientes submetidos a TCPH Alogénico seguido de aumento nas coletas
subseqiientes a valores superiores ac encontrados na coleta inicial. Nos pacientes
submetidos a TCPH Autdlogo, ndo foram identificados pacientes colonizados
durante as coletas B ¢ C; nas coletas subseqiientes notou-se aumento do nimero de

UFC/ml a valores superiores aos encontrados na coleta inicial.

Houve relagdo inversamente proporcional entre o numero de UFC/ml de saliva
(p=0,005);

Nio foi possivel estabelecer relacio entre o mimero de UFC/ml de saliva e a

presenga de candidose oral;

Candida albicans foi a espécie mais freqilentemente encontrada, representando 63%
de todos os 1solados clinicos. Entre as espécies de Candida nio albicans a Candida

parapsilosis foi a mais freqliente, seguida da Candida guilliermondii;
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7

8)

9)

Resisténcia antifingica foi encontrada em 5 isolados, sendo 2 Candida

parapsilosis, 2 Candida guilliermondii, 1 Candida krusei ¢ 1 Candida sp.

Foram encontrados 9 diferentes perfis de caridtipo eletroforético entre aos 35
isolados de Candida albicans identificados. Dos 9 pacientes colonizados por
Candida albicans na coleta inicial ¢ em pelo menos uma coleta posterior, em 6 a

mesma cepa foi identificada ao longo do estudo.

Niao foi possivel correlacionar a colonizagio oral por Candida spp. com infecgio
sistémica. Candidose oral por Candida albicans ocorreu em 4 pacientes no periodo
pos-TCPH. Todos os pacientes foram colonizados inicialmente pela mesma espécie.
Em 3 casos cepa colonizadora foi a mesma responsavel pela infecgfio. A
persisténcia da mesma cepa sugere que a colonizagdo parece ser um pré-requisito

para o desenvolvimento de infecgio.
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ANEXOS

Anexo 1

Valores do fluxo salivar (m}/min) medidos nos diferentes periodos de estudo

em pacientes submetidos a TCPH Alogénico

Paciente / UPN Coleta A Coleta B Coleta C Coleta D ColetaE
1 475 0,462 33
4 478 0,260 0.414
5 481 0,824 *
6 483 0,352 0,482
10 485 0,238 1,330
11 488 0,686 0,998
14 492 0,844 * 82
15 494 0,190 0,362 8
16 495 0,122 0,364
18 499 0,144 0.192
19 500 0,250 0,790
21 502 0,252 0,556
22 503 0,368 0,386
23 504 0,235 Rl
24 505 0,250 0,632
27 511 0,482 0,352
29 510 0.106 *
32 514 0,570 * R :
36 520 0,234 0,232
37 522 0,424 : R
38 523 0,314 1,088 0,568 0.340 0,127
Numero 21 14 12 12 9
Mediana 0,260 0,448 0,543 0,290 0,158
Média 0.362 0,584 0,507 0,380 0,241
Desvio padréio 0.215 0,344 0.277 0,347 0,180
Valor maximo 0,844 1,330 1,192 1,416 0,580
Valor minimo 0,106 0,192 0,160 0,090 0,070

UPN. “Unique Patient Number’; (*) Coletas realizadas com zaragatoa; [ Pacientes que vieram a bito;

Coleta néo realizada
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Anexo 2
Valores do fluxo salivar (ml/min) medidos nos diferentes periodos de estudo
em pacientes submetidos a TCPH Autdlogo

Paciente / UPN Coleta A Coleta B Coleta C Coleta D Coleta E
2 477 0,758 0,222 * B8 555
7 482 0,482 0,742 0,330 0,530 0,416
8 484 0,166 0,594 0,234 0,460 0,216
9 487 0,730 0,520 0,318 0,912 0,932
13 491 1,176 0,484 0,406 0,572 0,478
17 497 0,546 0,158 0,638 0,766 0,538
20 501 0,260 0,136 0,154 0,302 0,306
25 506 0,478 0,166 0,176 0.316 1,242
26 507 0,506 0,622 0,304 0,682 0,590
28 509 0,048 * =
30 512 0,320 0,110 R s
33 516 0,442 0,178 0,078 0,096
34 517 0,432 0,212
39 524 0,656 0,472 0,534 0,410 0,464
Numero 14 13 10 10 9
Mediana 0,480 0,222 0,311 0,495 0,478
Média 0,500 0,355 0,317 0,505 0,576
Desvio padrio 0,280 0,221 0,173 0,242 0,321
Valor maximo 1,176 0,742 0,638 0,912 1,242
Valor minimo 0,048 0,110 0,078 0,096 0,216

UPN=“Unigue Patient Number”; (*) Coletas realizadas com zaragatoa; g Pacientes que vieram a dbito;
Coleta nfio realizada
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Anexo 3
Nimero de UFC/ml de saliva obtido nos diferentes periodos de estudo
dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico

Coleta A Coleta B Coleta C ColetaD Coleta E

Paciente /UPN UFC/ml UFC/ml UFC/ml  UFC/ml UFC/mi
1 475 ; R 3
4 478 1620 0 0 5 780
5 481 0 *0 R
6 483 260 0 0 3500 2
10 485 210 0 15 430 7.700
11 488 0 0 0 0 0
14 492 0 *0
15 494 0 50
16 495 0
18 499 20
19 500 0
21 502 4
7 503 0
23 504 0
24 505 16
27 511 0
29 510 120 *() 2 73.600 § 2
32 514 0 *0 ; S ;
36 520 0 0 R R SR
37 522 0 R
38 523 0 0 0 30 0
Nitmero 21 19 13 13 9
Positivas, n (%) 7 (33,5) 3 (15,8) 3(23,1) 9 (69,3) 5(55,5)
Negativas, n (%) 14 (66,5) 16 (84,2) 10 (76,9) 4(30,7) 4 (44,5)
Média UFC/mi 107 19 2 8.725 1.370
Namero 75
Positivas (%) 27 (36)
Negativas (%0) 48 (64)
Média UFC/ml 1.758

UPN= “Unique Patient Number”; (*) Coletas realizadas com zaragatoa (valores ndo utilizados para a
determinacio da média); @ Pacientes que vieram a 6bito; 4 Coleta néo realizada
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Anexo 4
Numero de UFC/ml de saliva obtido nos diferentes periodos de estudo dos
pacientes submetidos a TCPH Autodlogo

Paciente / UPN Coleta A Coleta B Coleta C Coleta D Coleta E
UFC/ml UFC/ml UFC/ml 3
2 477 0 0 #() SRRV
7 482 360 0 0
8 484 6 0 0
9 487 0 0 0
13 491 0 0 0 0 0
17 497 0 0 0 0 0
20 501 3.700 0 0 15.000 18.340
25 506 0 0 0 0 0
26 507 790 0 0 370 4.380
28 509 25 *0 *) 2 _:_:'
30 512 100 0 %
33 516 460 0 0 5.200 7 /
34 517 420 0
39 524 0 0 0 0 0
Nimero 14 14 12 10 9
Positivas, nn (%) 8L 0 (0,0 00,0 6 (60,0) 5(55,5)
Negativas, n (%) 6 (42,9) 14 (100,0) 12 (100,0) 4 (40,0) 4 (44,5)
Média UFC/ml 419 0 0 2.627 2.808
Nimero 59
Positivas (%) 19 (32,2)
Negativas (%) 40 (67,8)
Média de UFC/ml 1.025

UPN= “Unique Patient Number”, (¥} Coletas realizadas com zaragatoa (valores ndo utilizados para a
determinacfio da média); Q Pacientes que vieram a obito; [ Coleta nio realizada
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Anexo 5
Resultados dos testes de susceptibilidade antifingica das cepas de Candida spp. obtidas
dos pacientes submetidos a TCPH Alogénico

Concentrag8o inibitoria minima (pg/ml) — CIM

Levedura Isolado
FLUCO ITRA CETO ANFO B
C. albicans 4Aa 0,25 0,25 0,06 0,5
4E 0,25 0,25 0,060 0,5
bAa 0,5 0,25 0,00 1
10Aa 0,25 0,25 0,03 1
10C 0,25 0,25 0,06 I
10Da 0,25 0,25 0,125 i
10E 0,25 0,25 0,06 0,5
18A 0,125 0,125 0,03 0.5
18B 0,125 0,25 0,03 0,5
18C 0,25 0.25 0,06 0,5
18D 0.25 0.5 0,03 0,5
18E 0,125 0,25 0,03 0,5
21A 0,5 0,25 0,06 0.5
21Ba 0.5 0,25 0,06 0,5
21D 0,5 0,125 0,06 1
21CO 0,25 0,25 0,06 0,5
24A 0,125 0,25 0,03 0,5
29A 0,25 0,25 0,06 0,5
29C 0,25 0,25 0,06 0,5
29D 0,125 0,25 0,03 0,5
C. parapsilosis 4D 2 0,25 0,125 I
6ADb 2 0,25 0,125 1
10Db 4 1 1 1
21Bb 2 0,25 0,125 i
27E 2 0,25 0,125 !
38D 1 0,5 0,06 0,5
C. guilliermondii 4Ab 16 0,5 0,125 1
10Ab 8 1 0,5 0,5
15B 64 ! 0,25 1
24D 16 0,5 0,5 1
C. tropicalis 21E 0,5 0,5 0.06 1
C. lusitaniae 6Db 0,5 0,5 0,06 1
C. krusei 19D 64 1 2 2
Candida sp. 6Da 2 0.5 0,06 2

CIM=Concentragio inibitéria minima; FLUCO=fluconazol; 1TRA=itraconazol; CETO=cetoconazol;
ANFO B=anfotericina B.
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Anexo 6
Resultados dos testes de susceptibilidade antifingica das cepas de Candida spp. obtidas
dos pacientes submetidos a TCPH Aut6logo

Concentrag#o inibitOria minima (ug/ml) — CIM

Levedura Isolado
FLUCO ITRA CETO ANFO B
C. albicans TA 0,5 0,25 0,03 0,5
7D 0,25 0,25 0,06 1
7E 0,25 0,25 0,06 0.5
8Aa 0,25 0,25 0,06 4,5
8Da 0.5 0,5 0,06 .5
SE 0,5 0,25 0,06 0,5
9D 0,25 0,5 0,06 0,5
9E 0,25 0,25 0,06 1
20A 0,25 0.25 0,03 0,5
20D 0,25 0,25 0,06 0,5
20E 0,25 0,25 0,06 0.5
30A 0,25 0.25 3,125 0,5
33A 0,25 0.5 0,00 1
33D 0,125 0.25 0,06 0,5
34A 0,125 0.25 0,03 0,5
C. parapsilosis ~ 8Ab 2 1 0,5 1
8Db 2 0.5 0,125 1
26D 2 0,25 0,125 1
26E 1 0,5 0,25 1
28A 1 0.25 0,06 1
C. tropicalis 26A. 1 0,5 0,06 1

CIM=Concentra¢do inibitoria minima; FLUCO=fluconazol; ITR A=itraconazol; CETO=cetoconazot;
ANFO B=anfotericina B.
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