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RESUMO 

Uma das principais infecções oportunistas em pacientes 

imunocomprometidos é a candidose oral, presente em mais que 90% dos pacientes 

infectados pelo HIV. Um total de 204 amostras de leveduras provenientes de 

pacientes infectados pelo HIV (n=173) e controles (n=31) foram identificadas e 

avaliadas quanto à resistência a antifúngicos. Candida albicans correspondeu a 

57,8% (n=100) das amostras identificadas e 42,1% foram de outras espécies, sendo 

13 C. krusei, 9 C. lusitaniae e 8 C. tropicalis. Também foram isoladas 2 amostras de 

C. intermedia e 1 de C. norvegensis. Sensibilidade para anfotericina B (AMPH), 

fluconazol (FLCZ), miconazol (MCZ) e itraconazol (ITCZ) foi determinada por 

microdiluição. Do total de amostras, 29 isolados de C. albicans e 14 de outras 

espécies apresentaram baixa susceptibilidade para FLCZ. Dois isolados de C. 

tropicalis, 5 de C. krusei e 1 de C. norvegensis foram resistentes ao FLCZ. Cinco 

isolados de C. tropicalis, 12 de C. krusei, 4 de C. glabrata, 2 de C. intermedia e 1 de 

C. norvegensis foram resistentes ao ITCZ. Este estudo demonstrou a aumento da 

diversidade de espécies de Candida na cavidade bucal de pacientes infectados pelo 

HIV, associado à emergência de espécies incomuns de Candida, assim como a 

sensibilidade a agentes antifúngicos destes isolados. 

Palavras chave: Candida albicans, HIV, Antifúngicos, Resistência a drogas. 
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ABSTRACT 

Oral candidosis is one of the main opportunistic fungai infections amongst 

immunocompromised individuais, and affects more than 90% of HIV-infected 

patients. Two hundred and four yeasts isolates from oral cavities of HIV-infected and 

control patients were identified and tested for antifungal resistance. C. albícans 

corresponded to 57.8% of the isolates while 42.1% were identified as other species, 

from which 13 were subsequently identified as C. kruseí, 9 as C. lusítaniae, and 8 as 

C. tropicalis. There were also 2 isolates of C. intermedia and 1 of C. norvegensis. 

Antifungal resistance ofthe isolates to amphotericin B (AMPH), fluconazole (FLCZ), 

miconazole (MCZ) and itraconazole (ITCZ) was measured by microdilution. Out of 

204 isolates, 29 of C. albicans and 14 of other species had low susceptibility to FLCZ. 

Two isolates of C. tropicalis, 5 of C. krusei, and 1 C. norvegensis were resistant to 

FLCZ. Five isolates of C. tropicalis, 12 of C. krusei, 4 of C. glabrata, 2 of C. 

intermedia, and 1 of C. norvegensis were resistant to ITCZ. This study demonstrated 

increased diversity of Candida species in the oral cavity of HIV-infected patients, 

associated with the emergence uncommon species, as well as the sensibility of 

these isolates to antifungal agents. 

Key words: Candida albícans, HIV, antifungal agents, Drug resistance. 
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INTRODUÇÃO 

Desde a emergência da epidemia de AIDS na década de 80, houve considerável 

aumento do número de pacientes imunossuprimidos e das manifestações clínicas 

associadas à mesma. Uma das principais infecções oportunistas em pacientes 

infectados pelo H IV é a candidose bucal, com prevalência maior que 90% (Korting et 

ai. 1999). Fungos do gênero Candida são comuns na cavidade bucal e podem atuar 

de forma comensal ou patogênica. Candida a/bicans é a espécie mais 

freqüentemente isolada e é responsável pela maioria das candidoses, embora 

outras espécies também possam ser patogênicas, especialmente em indivíduos 

infectados pelo HIV. Os antifúngicos azoles têm sido utilizados de forma efetiva no 

tratamento da candidose de mucosa nas últimas décadas, mas a exposição 

prolongada a estes antifúngicos pode resultar na colonização da mucosa por 

espécies de Candida menos susceptíveis aos antifúngicos ou no desenvolvimento 

de resistência entre capas normalmente susceptíveis (Sobel et ai. 2001). Espécies 

como C. norvegensis e C. inconspicua têm emergido como patógenos 

fluconazol-resistente (Sandven et ai. 1997; Nho et ai. 1997). Com o aumento da 

freqüência de infecções, da proporção de espécies não-a/bicans de Candida e da 

resistência aos antifúngicos (Fidel, Jr. et ai. 1999), a identificação acurada dos 

microrganismos envolvidos tomou-se procedimento de importância clínica ainda 

maior. O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade na colonização da cavidade 

bucal por Candida e determinar a sensibilidade a agentes antifúngicos destas 

amostras. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

A candidose oro-esofagiana (COE) é a infecção oportunista mais comum 

em pessoas infectadas pelo vírus da imunodeficiência humana - HIV (Uma et ai. 

1995; Sobel et ai. 2001) e a incidência de candidose bucal em pacientes adultos 

aumenta com a progressão da doença do HIV (Fidel, Jr. et ai. 1999). Prevalência de 

colonização fúngica da ordem de 80% em cavidade bucal tem sido descrita para 

este grupo de pacientes (Milan et ai. 1997; Melo 1999). No período anterior à 

introdução da terapia antiretroviral altamente ativa (HAART), cerca de 95% dos 

portadores do HIV apresentavam ao menos um episódio de COE durante a 

progressão para AIDS (Leigh et ai. 2001). Embora a incidência de COE tenha 

diminuído na era pós-HAART, esta infecção fúngica continua sendo importante 

problema clínico (Diz et ai. 1999). Candida albicans é a principal espécie associada 

a COE, mas estudos recentes têm indicado aumento na participação de outras 

espécies de Candida e mudanças na susceptibilidade antifúngica entre isolados de 

Candida (Favel et ai. 1997; Pfaller et ai. 1998a; Sobel et ai. 2001). COE refratária a 

tratamento devido a espécies de Candida azole-resistente tem sido reportada e é 

um dos problemas clínicos em pacientes com AIDS (Wamock et ai. 1998). 

Virulência 

Morfogênese é considerada característica essencial na determinação da 

virulência de amostras de leveduras. Embora a forma de levedura de Candida 

possa estar presente em infecções, hifa é a forma mais invasiva. Alterações na 

morfogênese podem resultar em produção ou exposição de moléculas da superfície 
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fúngica que servem como adesinas, ligando-se a diferentes moléculas do 

hospedeiro (Woods 2001 ). A capacidade de aderência do fungo é maior na 

C.albicans (Ashman e Papadimitriou 1 990) e é favorecida pela presença de taxas 

elevadas de glicose na saliva (Budtz-Jorgensen 1990). Aderência de Candida ao 

epitélio bucal parece ser o fator isolado de maior importância na determinação da 

virulência, e é facilitada por xerostomia, carboidratos, adesinas, fibronectinas, tipos 

específicos de queratina e bactérias (Fotos et ai. 1991; Jorge et ai. 1993; Calderone 

e Fonzi 2001 ). O uso prévio de agentes antifúngicos parece aumentar a capacidade 

de adesão celular dos leveduras (Pereiro, Jr. et ai. 1997). A alta diversidade 

genética de C.albicans também parece estar associada à maior virulência da 

mesma (Siutsky et ai. 1985, Sangeorzan et ai. 1994). C. albicans pode infectar 

vários sítios em hospedeiros humanos e há indícios de que a proteção imunológica 

pode ser diferenciada para alguns destes locais (Calderone e Fonzi 2001). 

Virulência de Candida e o HIV 

Gp160 e gp41 viral ligam-se in vitro ao receptor CR3 análogo de 

complemento de C. albicans (Wurzner et ai. 1997; Pietrella et ai. 1998) e esta 

interação pode ser, ao menos em parte, responsável pela virulência alterada de C. 

a/bicans em pacientes infectados pelo HIV (Cantoma e Balish 1991). A ligação com 

gp160 e/ou gp120 afeta intensamente a viabilidade de C. albícans, sua habilidade 

de gerar hifas e sua atividade de fosfolipase (Heidenreich e Dierich 1 985; Vartivarian 

1992). Amostras de C. albicans isoladas de pacientes infectados pelo HIV 

apresentam maior produção de proteinase aspartato (OIIert et ai. 1995; De 

Bernardis et ai. 1996; Gruber et ai. 1998) e a interação com gp160 ou gp41 parece 
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ser responsável por esta elevação fY/u et ai. 1996). Estas interações também 

parecem desencadear a liberação de produtos inibitórios do crescimento de hifas 

secretados por C. albicans e inibir as funções de células polimorfonucleadas 

(Wurzner et ai. 1997; Pietrella et ai. 1998). 

Identificação 

Classificações de leveduras levam em consideração as variações 

fenotípicas presentes numa cultura, tais como o formato da colônia. Entretanto, 

características de crescimento em meio líquido ou sólido, assimilação e 

fermentação de carboidratos e crescimento em meio de isolamento diferencial são 

os principais critérios utilizados na classificação das espécies (Baumgartner et ai. 

2000; Heelan et ai. 1996). Mais recentemente, a cor produzida pelas colônias em 

meios especiais passou a ser usada no processo de identificação (Beighton et ai. 

1995). A maioria das espécies de Candida é dimórfica, mostrando diferenças 

bioquímicas, estruturais e morfológicas nas diferentes formas (Woods 2001). C. 

g/abrata é considerada monomórfica, apresentando apenas a forma de levedura, 

embora trabalhos recentes indiquem que o dimorfismo pode ocorrer sob condições 

especiais fY/oods 2001 ). Na maioria das vezes, a cultura das amostras é realizada 

em ágar Sabouraud dextrose ou extrato de Malte (Beighton et ai. 1995). Estes 

meios geram resultados estáveis, reproduzíveis e permitem a diferenciação de 

algumas espécies. Entretanto, com freqüência as colônias de diferentes espécies 

apresentam aparência muito similar (Baumgartner et ai. 2000) e o subseqüente 

processo de identificação apresenta custos financeiros elevados. A presença de 

populações mistas de leveduras isoladas de proporção significativa de pacientes 
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com estomatite por dentadura já foi reportada (Budtz-Jorgensen et ai. 1975; Kreher 

et ai. 1991 ), mas a presença de uma única espécie por indivíduo pareça ser mais 

comum (Cumming et ai. 1990). 

Assimilação de carboidratos 

Durante muito tempo as técnicas auxanográficas para identificação de 

leveduras incluíram meios sólidos e líquidos, eram de difícil interpretação e 

demandavam longo tempo de trabalho para obtenção de resultados finais (Mary et 

ai. 1988). O intensivo trabalho laboratorial e conseqüente custo financeiro 

impulsionaram o desenvolvimento de métodos mais rápidos e padronizados de 

identificação de leveduras (Freydiere e Odds 2001). O sistema de identificação API 

20C® foi o primeiro sistema comercial desenvolvido para tal finalidade e ainda é um 

dos métodos de referência (Schuffenecker et ai. 1993; Baumgartner et ai. 1996; 

Freydiere e Odds 2001 ), mostrando alta correlação com os métodos convencionais, 

até 97%, quando usado em conjunto com critérios morfológicos (Land et ai. 1979). 

Outros sistemas comerciais têm sido desenvolvidos e podem identificar fungos 

entre 4 e 72 horas (Wadlin et ai. 1999). ID 32C® (BioMérix, Marcy I'Étoile, France) é 

um sistema de identificação de leveduras baseado na capacidade das amostras de 

assimilar uma variedade de carboidratos. Combinações de resultados positivos e 

negativos, fornecidas pela leitura visual direta, resultam em um código, que por sua 

vez indicará a espécie a partir de uma lista de referência ou de um banco de dados 

deste sistema (Druetta et ai. 1993). 

Embora nem todos os sistemas comerciais sejam capazes de identificar 
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leveduras raras, normalmente são eficientes para as mais comuns (Fenn et ai. 

1994). Apesar das vantagens associadas aos diversos sistemas comerciais de 

identificação, certa imprecisão na identificação de amostras pode ocorrer (Kellogg 

et ai. 1999). 

Meio Cromogênico 

A identificação presuntiva de Candida já na cultura primária tem sido 

buscada desde que se notaram as similaridades fenotípicas entre as espécies desta 

levedura. Meios cromogênicos são seletivos e causam o crescimento de colônias 

pigmentadas, sendo certas colorações, específicas para determinadas espécies 

(Willinger e Manafi 1995; Beighton et ai. 1995; Odds e Davidson 2000). Um dos 

primeiros ensaios a utilizar meio cromogênico foi o teste de redução do sal 

tetrazolium, reduzido por colônias de C. tropicalis que passam a apresentar 

coloração marrom. Outras espécies, incapazes de reduzir o sal, produzem 

colorações que variam de levemente rosa a branca (Velegraki e Logotheti 1998). C. 

albicans produz 13-N-acetilgalactosaminidase, que é capaz de interagir com 

substratos cromogênicos e fluorogênicos do meio, permitindo a diferenciação da 

mesma já no isolamento primário (Perry e Miller 1987). CHROMagar Candida® 

(CHROMagar, Paris, France) e Albicans ID® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) 

são exemplos comerciais destes meios. Ambos permitem realizar isolamento 

seletivo primário de leveduras e simultaneamente identificar espécies como C. 

albicans, C. tropicalis e C. krusei (Beighton et ai. 1995; Pfaller et ai. 1996; Odds e 

Davidson 2000). Os resultados são disponíveis após 24 a 48 horas, mais 
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rapidamente portanto que nos procedimentos de identificação padrão. O aumento 

do capacidade de discriminação entre C. albicans e outras espécies em amostras 

de material clínico com populações mistas de leveduras pode ter importantes 

conseqüências para os pacientes (Odds 1995; Odds e Bemaerts 1994; 

Baumgartner et ai. 1996). O diagnóstico presuntivo rápido em culturas de leveduras 

provenientes de orofaringe de pacientes imunocomprometidos é importante na 

seleção de agentes antifúngicos apropriados (Pfaller et ai. 1996). O uso de meios 

cromogênicos, como o CHROMagar Candida®, dispensa a subcultura adicional 

prévia para confirmação da viabilidade ou isolamento primário ( Pfaller et ai. 1996; 

Odds e Davidson 2000). Apesar destas vantagens, os mesmos são substitutos dos 

protocolos de identificação padrão (Pfaller et ai. 1996). 

Ubiquinona 

As ubiquinonas (coenzima Q) das leveduras têm sido investigadas como 

critério na taxonomia das leveduras ( Billon-Grand 1987; Montrocher et ai. 1989) e 

parecem ser úteis na identificação de algumas espécies (Fukushima et ai. 1991; 

Fukushima et ai. 1993a). Estes estudos são usualmente realizados por meio de 

cromatografia líquida de alta performance - HPLC (Montrocher et ai. 1989; 

Fukushima et ai. 1991; Fukushima et ai. 1993a). Cinco tipos de ubiquinona (Q-6, 7, 

8, 9 e 1 O) foram descritas para o gênero Candida (Yamada et ai. 1977), sendo a Q-9 

predominante (Fukushima et ai. 1991; Fukushima et ai. 1993a), mas ainda são 

poucos os estudos de ubiquinonas nas espécies menos freqüentes de Candida 

(Schauer e Hanschke 1999). 
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lmunodiagnõstico 

Diagnóstico sorológico de candidose pode ser obtido através de reação 

antígeno-anticorpo, como no teste de anticorpo de fluorescência indireta (Poulain et 

ai. 1983). Outro sistema empregado na identificação de amostras de leveduras é o 

imunodiagnóstico (Borg et ai. 1988). O sistema Candida Check® (latron Inc., Tokyo, 

Japan) tem sido usado como auxiliar na identificação de 9 espécies de Candida 

mais importantes do ponto de vista médico e na caracterização dos serotipos A e B 

de C. a/bicans (Tsuchiya e Tsuchiya 1980). Este sistema consiste de 1 O anticorpos 

monoespecíficos que atuam pela reação de aglutinação direta. Já foi reportada 

diferença nas características de adesão e invasão tecidual entre os dois sorotipos 

de Candida albicans, sendo o sorotipo A mais virulento (Borg et ai. 1988). Os 

sorotipos B parecem apresentar pouca ou nenhuma expressão de Candida 

protease e menor potencial de adesão e invasão do epitélio da mucosa (Poulain et 

ai. 1983; Borg et ai. 1988). Parece haver maior prevalência de C. a/bicans sorotipo B 

em amostras provenientes da cavidade bucal de homossexuais masculinos 

(Torssander et ai. 1996). 

Caracterização molecular 

Espécies de Candida têm sido classicamente identificadas com base nas 

reações bioquímicas e características morfológicas. Contudo, parâmetros 

fenotípicos tais como assimilação de substratos, composição da parede celular e 

produção de enzimas proteolíticas extracelulares, podem variar entre isolados de 

uma mesma espécie de Candida. Identificação de fungos com características 
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morfológicas e fenotípicas em comum ou variáveis tem sido realizada por meio da 

caracterização genética (Nho et ai. 1997). A análise molecular tem revelado 

algumas surpresas. Até recentemente, o Pneumocystis carinii era considerado um 

protozoário, mas o seqüenciamento genético revelou que o mesmo está melhor 

classificado entre os fungos (Sullivan et ai. 1995). A obtenção de dados genéticos 

para a identificação acurada das espécies e análise filogenética tem sido realizada a 

partir de grande variedade de metodologias; dentre elas o seqüenciamento de DNA 

mitocondrial, DNA fingerprinting, análise de polimorfismo de DNA amplificado 

randomicamente (RAPD), análise de cariótipo, seqüenciamento de DNA e de rRNA 

(Sullivan et ai. 1995; Coleman et ai. 1997; Yokoyama et ai. 2000). Análise molecular 

também tem sido aplicada nos estudos dos mecanismos de resistência antifúngica 

aos azoles de amostras de Candida albicans (Lamb et ai. 1997; Kelly et ai. 1997). 

Diversidade de espécies 

Mudanças na diversidade de espécies de Candida na cavidade bucal em 

pacientes infectados pelo HIV tem sido descrita recentemente (Hazen 1995; 

Sullivan et ai. 1996; Pfaller et ai. 1998c). Esta mudança tem sido associada ao uso 

de agentes antiretrovirais (Hoegl et ai. 1998a; Hoegl et ai. 1998b; Korting et ai. 1999; 

Cassone et ai. 1999) antibióticos (Nguyen et ai. 1996a; Nho et ai. 1997; Pfaller et ai. 

1997; Pfaller et ai. 1998c) e antifúngicos (Greenspan 1994; Nguyen et ai. 1996a; 

Nho et ai. 1997; Pfaller et ai. 1998d; Fidel, Jr. et ai. 1999). Outros estudos não 

observaram tal aumento na variedade de espécies de Candida (Hauman et ai. 1993; 

Sobe I et ai. 2001 ). Alguns estudos alta prevalência de C. albicans, mais que 80% do 

total de amostras (Franker et ai. 1990; Fotos e Hellstein 1992). Apesar desta 
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controvérsia, estes últimos estudos avaliaram apenas pacientes que não estavam 

sob terapêutica antiretroviral com inibidor de protease. Além das modificações na 

composição da microbiota associadas ao uso dos antiretrovirais. 

Embora existam mais de 150 espécies do gênero Candida isoladas e 

identificadas (Bamett e Lichtenthaler 2001), a espécie predominantemente 

associada à infecção patogênica no ser humano é a C.albicans (Coleman et aL 

1997). O mesmo tem sido demonstrado em pacientes infectados pelo HIV 

(Greenspan 1994). Mais que 80% dos indivíduos imunocompetentes pode 

apresentar C. albicans na orofaringe, trato gastrointestinal e vagina, ainda que em 

ausência de doença (Sobel et aL 2001 ). Teoricamente, todo indivíduo é colonizado 

por Candida em algum momento da vida (Sobel et aL 2001 ). A maioria das amostras 

não-albicans é composta por C. g/abrata e C.tropicalis (Sobel et ai. 2001). Outras 

espécies patogênicas para os seres humanos são a C.parapsilosis, C.kruseí, 

C.guilliermondii e, mais recentemente, C.dubliniensis (Sano et aL 2000). Em 

pacientes com AIDS, a freqüência de infecções causadas por espécies 

não-albícans varia entre 14% e 35%, e as espécies mais freqüentemente citadas 

são a C.kruseí, C.glabrata, C.tropícalis, C.parapsílosis e C.lusítaniae (Powderly et aL 

1993; Pfaller 1996; Nguyen et aL 1996a; Rodero et aL 1997; Milan et ai. 1997; 

Sobe I et aL 2000). Outros estudos têm reportado resultados similares; (Hazen 1995; 

Nguyen et ai. 1996a; Sullivan and Coleman 1997; Pfaller et ai. 1998a; Pfaller et aL 

1998b; Colombo et ai. 1999). A freqüência com que espécies não-albícans causam 

doença parece ter aumentado nos últimos anos. Amostras não-albícans 

representavam 3,4% do total de isolados orofaríngeos de pacientes infectados pelo 
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HIV no fim dos anos oitenta e passaram a 16,8% nos anos noventa (Barchiesi et ai. 

1993). Em raras ocasiões, Rhodotorula spp. pode causar septicemia e meningite, 

em geral como complicação relacionada ao uso de cateter intravascular (Anaissie e 

Bodey 1989; Anaissie et ai. 1994) e associadas à imunossupressão de pacientes 

com cãncer ou AIDS (Gyaurgieva et ai. 1996; Samonis et ai. 2001 ), recém-nascidos 

e idosos (EI-Tahawy e Ragga 1999). 

A resistência a drogas antifúngicas parece estar relacionada à espécie de 

Candida presente (Greenspan 1994) e espécies não-albicans apresentam maior 

percentual de cepas resistentes a antifúngicos que amostras de C.albicans (Pfaller 

et ai. 1998c). Talvez por este motivo, espécies menos prevalentes têm sido 

associadas a casos de recorrência de doença (Willinger et ai. 2000). É mais 

provável que as mesmas cepas de C. albicans sejam mantidas ao longo do tempo e 

progressivamente tomem-se menos sensíveis ao FLCZ (Dronda et ai. 1996), mas a 

aquisição de novas cepas em associação com baixas contagens de linfócitos e 

profilaxia com FLCZ também já foi reportada (Powderly et ai. 1993). O uso freqüente 

de antifúngicos tem gerado pressão seletiva e está associado à maior prevalência 

de colonização e infecção por espécies não-albicans, sobretudo C.krusei e 

C.glabrata; (Millon et ai. 1994; Chavanet et ai. 1994; Fidel, Jr. et ai. 1999). C.glabrata 

pode adquirir rapidamente resistência ao FCZL (Wamock et ai. 1998; Fidel, Jr. et ai. 

1999; Rex et ai. 1995; Stevens e Stevens 1996) e C. krusei parece ter resistência 

inerente ao FCZL, sendo freqüentemente associada a infecções com alta taxa de 

mortalidade (Nguyen et ai. 1996a; Ghannoum eRice 1999). Resistência a AMPH é 

rara para a maioria das espécies de Candida, mas parece ser mais comum entre 
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isolados de C. lusitaniae (Vanden Bossche et ai. 1998, Ghannoum eRice 1999). C. 

parapsilosis é responsável por grande número de casos de infecção hospitalar no 

Brasil (Levin et ai. 1998) e parece ter capacidade aumentada de sobreviver em 

ambiente hospitalar, fato que aumenta a chance de transmissão nosocomial (Pfaller 

et ai. 1998b ). 

Antifúngicos 

A maior variabilidade das espécies de Candida, associada ao aumento da 

freqüência de cepas resistentes aos agentes antifúngicos, assumiu destaque como 

problema clínico (Pfaller et ai. 1998b). A identificação precisa e rápida de amostras 

clínicas, com técnicas laboratoriais simples e de custo aceitável na rotina de 

microbiologia clínica, permitindo assim a adaptação da terapêutica antifúngica, 

tomou-se ainda mais importante (Ghannoum eRice 1999; Sobe! et ai. 2000). Entre 

1950 e 1970, a taxa anual de mortes por candidose ficou estável, mas tem 

aumentado desde então em associação com as várias mudanças na clínica médica, 

incluindo o uso difundido de terapias imunossupressoras, uso indiscriminado de 

agentes antibacterianos de largo espectro e o advento da AIDS (Ghannoum e R ice 

1999). 

Uma das primeiras quimioterapias antifúngicas bem sucedidas foi descrita 

em 1903, com o uso do iodo potássico no tratamento da esporotricose e pouco 

mudou até que o primeiro poliene, a nistatina, foi introduzido em 1951 (AI-Mohsen e 

Hughes 1998). Os polienes, principalmente a anfotericina 8, foram a terapêutica 

padrão para infecções fúngicas até a descoberta dos azoles nos anos sessenta 

(Ghannoum e Rice 1999). A resistência de Candida aos polienes está restrita às 
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espécies menos comuns (Martins e Rex 1996) e pode ocorrer por seleção natural 

(Fryberg et ai. 1974) ou por mutação (Athar e Winner 1971). 

As principais publicações sobre propriedades antifúngicas dos imidazoles 

são do final dos anos sessenta (Holt 1980). Os imidazoles, e depois os derivados 

triazoles, provaram ser importantes drogas no combate as infecções fúngicas. O 

miconazol (MCZ) tem sido o antifúngico de eleição para tratamento de candidose 

durante muitos anos, o que pode estar associado ao aparecimento de cepas 

resistentes (Metzger e Hofmann 1997; Ghannoum e R ice 1999; Costa et ai. 1999; 

Costa et ai. 2000). O fluconazol tem sido utilizado em larga escala pela eficácia 

clínica e segurança (Ghannoum e Rice 1999). Amostras resistentes aos azoles 

exibem modificação da qualidade ou quantidade das enzimas envolvidas na 

biossíntese do ergosterol e há evidências da associação entre qualidade e 

quantidade de 14-o: demetilase com a expressão de resistência ao azole (Orozco et 

ai. 1998; Ghannoum eRice 1999). Estudo em cepas isoladas da cavidade bucal de 

pacientes portadores do HIV no Brasil, mostrou 18,6% de resistência para FLCZ e 

20,4% para CTZL (Silva et ai. 1999). Outro estudo mostrou níveis de resistência 

dose/dependente de 16% das amostras para ITCZ, 13% para CTZL e 1 O% para 

FLCZ (Milan et ai. 1998). 

Proteases como antifúngicos 

A incidência de infecções por fungos em pacientes infectados pelo H IV tem 

diminuído após a introdução dos inibidores de protease do HIV (Cassone et ai. 

1997). Estudos in vitro sugerem que inibidores de protease do HIV podem mostrar 
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atividade inibitória para Pneumocystis carinii (Atzori et ai. 2001), Candida albicans 

(Cassone et ai. 1999) e Toxoplasma gondii (Derouin e Santillana-Hayat 2000). 

Estudos em animais também indicam redução da virulência em candidose 

experimental após terapêutica com inibidores de protease (Korting et ai. 1999). A 

protease do HIV é da mesma classe da protease aspartato de Candida, que é um 

importante fator de virulência da mesma (Korting et ai. 1999; Hoegl et ai. 1999). A 

alteração na produção de protease de Candida também foi associada à ligação das 

proteínas do envelope do HIV a superfície da célula fúngica (Gruber et ai. 1998). 

Candida protease tem importante participação nas etapas iniciais da invasão 

fúngica e na degradação da superfície epitelial (Borg e Ruchel1988; Ray e Payne 

1988). 

Avaliação da atividade antifúngica 

Em 1928, Fleming descobriu que o fungo Penicilfium notatum secretava substância 

com ação inibitória sobre estafilococos em uma placa de cultura. Este foi o primórdio 

das provas de sensibilidade a antimicrobianos por difusão em meio sólido, método 

ainda utilizado. A diluição em caldo foi o primeiro procedimento desenvolvido 

especificamente para avaliar a atividade in vitro dos antimicrobianos, sendo ainda 

hoje o método de referência (Tudela et ai. 2000). Consiste de uma série de diluições 

do fármaco em caldo de cultivo e a posterior inoculação do microorganismo, 

incubados em temperatura pré-estabelecida. É determinada então a concentração 

do antimicrobiano que inibe o crescimento (NCCLS 1997). Outro sistema utiliza 

reservatórios com concentração conhecida e constante do antimicrobiano e 

colocados na placa de cultivo. A susceptibilidade do microorganismo é determinada 
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pelo aparecimento de zona de inibição de crescimento ao redor do reservatório 

usado. Destes, o mais utilizado é o disco de papel impregnado com o fármaco em 

concentração conhecida (Sandven 1999; Odland et ai. 2000; Cuenca-Estreffa et ai. 

2001 ). Mais recentemente, foi lançado o sistema comercial Etest® (Pfaller et ai. 

2001a; Chryssanthou 2001), que consiste em tiras de papel contendo 

concentrações pré-estabelecidas do agente antifúngico. O MIC é determinado pela 

intersecção da hipérbole inibitória formada na placa de cultura com a fita do 

antimicrobiano (lshigaki et ai. 2000; Pfaller et ai. 2001 b). A avaliação quantitativa do 

efeito antifúngico de um medicamento pode ser realizada por técnicas 

espectofotométricas, onde a turbidez está relacionada com a população de 

microrganismos presente no meio (Odds et ai. 1985; Odds 1991). O sistema 

Bio-Ceff Tracer® (BCT, Cia. Hidan, Ltd, Chiba Japan) realiza análise dinâmica do 

crescimento celular e permite rápida avaliação quantitativa da atividade antifúngica 

(Taguchi et ai. 1995; Oh et ai. 1998; Ansheng et ai. 1999; lida et ai. 1999a; lida et ai. 

1999b). Consiste de placa de cultura, microscópio e analisador de imagem com 

programa de computador que localiza a ponta da hifa automaticamente e monitora o 

crescimento com precisão de 0,01 mm/min. O sistema pode monitorar pontas de 

hifas crescendo a velocidades entre 0,5 e 20 mm/min e a cabine pode ser regulada 

para temperaturas entre 1 O e 50°C (Taguchi et ai. 1995; Ansheng et ai. 1999). A 

aplicação clínica deste procedimento tem sido limitada até o presente pelo elevado 

custo operacional. 
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PROPOSIÇÃO 

1. Avaliar a diversidade na colonização por Candida da cavidade bucal em 

pacientes infectados pelo HIV. 

2. Determinar a sensibilidade aos agentes antifúngicos de amostras isoladas a 

partir da cavidade bucal de pacientes infectados pelo H IV. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Grupo controle 

Pacientes que não apresentavam lesões bucais, nem estavam sob 

terapêutica medicamentosa, foram selecionados como controle. As características 

clínicas e laboratoriais disponíveis indicavam que estes pacientes não eram 

portadores do HIV, ainda que não tenham sido testados para a presença deste vírus. 

Todos os pacientes eram da região de Campinas e estavam sob tratamento dentário 

na UNICAMP. Do total de 30 controles, 17 eram do gênero masculino e 13 do 

gênero feminino.A média de idade foi de 47,7± 9,5 anos, variando de 20 a 70 anos; 

20 eram leucodermas, 5 melanodermas e 5 feodermas (Tabela 1). 

Grupo de pacientes infectados pelo HIV 

Amostras de Candida deste grupo foram obtidas de pacientes infectados 

pelo HIV provenientes do Grupo de Pesquisa em Doenças Sexualmente 

Transmissíveis e AIDS - UNICAMP, em Campinas. A presente pesquisa utilizou 

pacientes que já faziam parte de um protocolo de pesquisa multicêntrico 

randomizado. Todos estavam sob terapêutica antiretroviral que incluía Zidovudina 

(AZT), Lamivudine (3TC), lndinavir e eventualmente outros antiretrovirais 

(Didanosine, Zalcitabine, Stavudine, Ritonavir e Saquinavir). Nem todos os 

pacientes daquele protocolo participaram da presente pesquisa. No total, foram 

investigados 114 pacientes, 74 do gênero masculino e 40 do feminino, com média 

de idade de 35,2 ± 8,2 anos variando de 20 a 70 anos. A maioria foi composta por 
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;:.ç de idade de 35,2 ± 8,2 anos vaFiafldO de 20 a 70 a11os. A maioria roi composta por 

leucodermas (95), sendo 9 melanodermas e 1 O feodermas. O estadiamento da 

infecção pelo HIV seguiu os critérios definidos pelo CDC em 1993 (CDC 1993), 

como exposto no Anexo (página 72). A maioria dos pacientes foi classificada no 

grupo C3 (41,2%), seguido pelo grupo 82 (32,4%), 83 (18,4%) eA2 (7,8%) como 

pode ser visto na Tabela 1. 

Amostras 

As amostras de saliva foram semeadas em Agar-Sabouraud-dextrose 

(Sigma, USA) com 1% de cloranfenicol (INC, Japan), em placas duplicatas e 

incubadas à 37•c por 48 horas. Colônias do cultivo primário de cada amostra de 

saliva foram isoladas e estocadas em água destilada estéril e/ou tubos com 

agar-Sabouraud-dextrose para posterior identificação e teste de susceptibilidade 

antifúngica. A seleção de colônias para posterior identificação baseou-se no 

aspecto morfológico sendo, no mínimo, 2. No total foram isoladas 352 amostras de 

leveduras de pacientes infectados pelo HIV (média de 3 amostras por paciente). As 

amostras foram submetidas às etapas de identificação convencional e classificadas 

de acordo com a espécie. Para cada paciente foi selecionada apenas uma amostra 

de cada espécie identificada, bem como as que apresentaram identificação 

duvidosa (Candida spp.). Amostras repetidas de uma mesma espécie foram 

descartadas. Restaram 173 amostras, que foram utilizadas nesse estudo. Do grupo 

controle foram obtidas 50 amostras, que foram submetidas ao mesmo processo e 

resultaram em 31 isolados (média de 1 ,O amostra por paciente). 
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Tabela 1. Distribuição dos 114 pacientes infectados pelo HIV e 30 controles de acordo com 

as características gerais. 

HIV Controle 

Gênero (masculino I feminino) 

Idade em anos (média± desvio-padrão) 

Cor da Pele (leucodermal melanodermal feoderma) 

Classificação do CDC* (A2 I 82 I 83 I C3) 

74140 

35,2 ±8,2 

9519110 

47137/20/10 

17113 

47,7±9,5 

201515 

*Classificação segundo estágio da infecção pelo HIV de acordo com o CDC (CDC 1993). 

Identificação 

Meio cromogênico 

O meio cromogênico (CHROMagar®, Franca) foi preparado segundo as 

orientações do fabricante e distribuído em placas de Petri descartáveis estocadas à 

temperatura de 4°C e protegidas de luz (Willinger e Manafi 1999; Odds e Davidson 

2000). Os isolados (n=204) foram cultivados em placas duplicatas e incubados por 

48 horas à 30°C. As colônias foram classificadas de acordo com a coloração (Tabela 

2). 

Tabela 2. Coloração das colônias de Candida de acordo com as espécieS* 

Espécies Coloração da Colônia 

C. albicans verde 

C. dubliniensis verde escuro 

c. stellatoidea azul esverdeado 

c. tropicalis azul com halo púrpura 

c. krusei rosa e rugosa 

c. g/abrata rosa 

outras espécies branco ou rosa 

*Como preconizado porWillinger e Manafi (Willingere Manafi 1999). 
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Formação de tubo germinativo 

Uma alçada de levedura, cultura pura de 24 horas (204 amostras), foi 

adicionada ao tubo de centrifugação contendo 0,5 ml soro de carneiro estéril (Sigma, 

USA) e incubada em estufa à 37°C por cerca de 3 horas. Para visualização do tubo 

germinativo, 19 J.LI da suspensão foram colocados entre lâmina e Jamínula de vidro e 

observados à microscopia de luz (Sandven 1990). 

Produção de clamidósporo/clamidioconídio 

Foi utilizado o meio ágar-fubá- tween 80 (Difco, USA) pH 5,6, distribuído em 

placas de petri descartáveis e estocadas à temperatura de 4°C (Sandven 1990). O 

ágar-fubá foi recortado em quadrados de 18 mm de lado colocados sobre lâminas 

histológicas sendo cada amostra (n=204) semeada em um único ponto sobre a 

superfície do meio e coberta por lamínula. Algodão esterilizado embebido em soro 

fisiológico foi utilizado para manter a umidade do meio. O material foi incubado por 5 

dias em temperatura ambiente e observado em microscopia de luz para detecção 

da presença de clamidósporos, pseudohifas e blastoconídias. 

lmunodiagnóstico 

As amostras (n=204) foram submetidas ao imunodiagnóstico utilizando-se o 

sistema Candida Check® (latron Jaboratories, Japan). Um ml de suspensão com 

cerca de 3x1 03 células em solução fisiológica foi preparada a partir de colônias 

cultivadas à 30°C por 24 horas em ágar dextrose-batata. Uma gota de cada 

reagente e 30 ,.U da suspensão de células fúngicas foram distribuídas nos 

respectivos poços da placa, seguindo-se homogeneização por cerca de 1 O minutos 
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à temperatura ambiente. Foi realizada a leitura visual direta dos resultados, sendo o 

teste considerado positivo quando da presença da reação de aglutinação (Taguchi 

et ai. 1979; Coleman et ai. 1993). 

Teste de assimilação de carboidratos 

Os testes de assimilação de carboidratos foram realizados com o auxílio do 

sistema ID 32C® (bioMerieux, Marcy I'Etoile, France). As amostras (n=204) foram 

cultivadas por 24 horas em agar-dextrose-batata à 30°C e 1 ml de suspensão com 

3x1 04 células em solução fisiológica foi preparado. A seguir, 250 J.ll desta suspensão 

foram diluídos em 7 ml de meio de cultura específico fornecido pelo fabricante e 135 

J.ll desta última suspensão foram acrescentados em cada poço da placa. As placas 

foram incubadas à 30°C e avaliadas após 24 e 48 horas (Schuffenecker et ai. 1993; 

Freydiere e Odds 2001 ). Foram considerados positivos os poços que apresentaram 

alteração de turbidez. 

Avaliação das ubiquinonas 

Isolados que não apresentaram índices de confiabílidade elevados no teste 

de assimilação de carboidratos (n=16), foram avaliados quanto ao tipo de 

ubiquinona presente. Nem todos os isolados não identificados pelos testes 

anteriores foram avaliados quanto ao tipo de ubiquinona presente. Isolados com 

padrões fortemente atípicos de assimilação de carboidratos foram considerados 

não elegíveis para este teste. A avaliação das ubiquinonas foi utilizada como 

recurso para confirmação dos testes convencionais e não como meio de 

identificação de casos difíceis. Os isolados foram pré-cultivados sob agitação em 
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200 ml de caldo dextrose-batata (PDA, Difco, USA) por 48 horas à 30°C. 

Ubiquinonas foram extraídas através do n-hexano após saponificação à 90°C, sob a 

presença de pirogolol, metano! e hidróxido de sódio por 25 minutos e purificadas por 

cromatografia de camada fina de sílica gel usando benzeno como solvente. Foram 

em seguida identificadas por cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) com a 

associação de sistema de solventes metano!, isopropanol e butanol na proporção 

de 8:3:3 (Billon-Grand 1985; Billon-Grand 1987; Montrocheret ai. 1989; Fukushima 

et ai. 1991; Fukushima et ai. 1993a). 

Seqüenciamento de DNA 

A extração de DNA foi executada com o sistema GenTLE® (Takara Shuzo 

Cia. Ltd, Japan) como descrito previamente (Fukushima et ai. 1993b). O domínio 

divergente da extremidade 5' do gene (LSU rDNA) foi amplificado com os primers 

NL-1 {5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) e NL-4 {5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG). 

A amplificação foi realizada durante 30 ciclos de PCR, com anelamento à 52°C, 

extensão à 72°C por 2 min e denaturação à 94°C por 1 min (Kurtzman e Robnett 

1997). O DNA amplificado foi purificado com o sistema SUPRE®-2 (Takara Shuzo 

Cia. Ltd, Japan) como previamente descrito (Fukushima et ai. 1993b) e os 

amplicons seqüenciados diretamente com o sistema Thermo Sequenase 11 Dye 

termínator cycle (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) e o 

seqüenciador Abl PRISM® 377 (Fukushima et ai. 1993b). Para a reação completa 

de seqüenciamento, foram utilizados os primers NL-2 

(5'-CTTGTTCGCTATCGGTCTC) e NL-3 (5'-GAGACCGATAGCGAACAAG), além 

dos ~citados NL-1 e NL-4. Os dados de seqüenciamento de nucleotídeos foram 
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analisados por meio do software GENETYX-MAC 9.0 (Software Development, 

Tokyo, Japan) como descrito anteriormente (Fukushima et ai. 1993b). A 

determinação das diferenças de nucleotídeos foi baseada na seqüência genética de 

microrganismos depositada no GenBank. 

Susceptibilidade antifúngica 

O teste de susceptibilidade para agentes antifúngicos (204 amostras) foi 

realizado através do método de microdiluição seguindo as recomendações do 

protocolo M-27A (NCCLS 1997). Incluiu anfotericina B (AMPH) (Bristoi-Myers 

Squibb, UK) em concentrações de 0,03 a 16 J..lg/ml, fluconazol (FLCZ) {Pfízer pharm. 

Inc. Japan) em concentrações de 0,125 a 64 J..lg/ml, miconazol (MCZ) (Mochida 

Pharm. Inc. Japan) em concentrações de 0,06 a 32 J..lg/ml e itraconazol (ITCZ) 

(Janssen-Kyowa Co., Ltda, Japan) em concentrações de 0,015 a 8 J..lg/ml. O meio 

RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., Sta. Louis, Mo., USA) foi dissolvido em água 

destilada, tamponado com ácido morfolinopropano sulfônico (MOPS; Sigma 

Chemical Co., USA) e o pH foi ajustado para 7,0 com a solução 1N de NaOH. A 

solução foi autoclavada e estocada à 4°C. Soluções de estoque com concentração 

de 12,8 mg/ml dos antifúngicos foram preparadas com dimetil sulfóxido (DMSO) 

como solvente e foram diluídas em séries de 10 concentrações em meio RPMI-1640 

previamente ao uso. Meio similar ao anterior, mas sem o antifúngico, foi utilizado 

nos poços de controle positivo (meio sem antifúngico adicionado de suspensão de 

Candida) e no poço de controle negativo ou branco (meio puro, sem antifúngico e 

sem suspensão de Candida). Cada teste foi realizado em triplicata utilizando-se 
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placas de 96 poços em U estéreis e descartáveis. Culturas novas de 24h à 30°C em 

meio ágar dextrose-batata foram usadas na preparação de suspensões de Candida 

em meio RPMI-1640 e o inóculo foi ajustado para concentração final de 0,5 a 3,0 x 

103 cel/ml. As placas de microdiluição foram incubadas a 30°C e a leitura dos 

resultados foi realizada após 24h e 48h com auxílio de espelho de leitura, 

considerando-se a ausência ou presença de crescimento visível. MIC foi definida 

como concentração mínima para o qual havia 80% de inibição do crescimento em 

comparação ao controle livre de droga. Candida albicans ATCC 90028 e ATCC 

90029 foram incluídas em cada lote de testes de microdiluição como controle de 

qualidade. Os pontos de corte para definição de isolados resistentes foram os 

seguintes: AMPH > 2J.Lg/ml; FLCZ 2: 32J.Lg/ml; ITCZ 2: 2J.Lg/ml; MCZ 2: 2J.Lg/ml. 

Monitoramento automático do crescimento de hifas 

Duas amostras foram selecionadas para testar o sistema de monitoramento 

automático do crescimento de hifas Bio-cell trace~ (BCT, Cia. Hidan, Ltd, Chiba 

Japan). Não houve intenção de testar sistematicamente as amostras deste estudo 

com o sistema BCT. C. albicans ATCC 90028 e um isolado clínico (amostra 42, C. 

albicans) foram cultivados e incubados sob agitação moderada e constante à 30°C 

por 24h em 200 ml de meio RPMI-1640 (Nissui Pharmaceutical Co., Japan) 

preparado como descrito anteriormente. As leveduras foram lavadas 3 vezes com 

solução salina estéril por centrifugação e inoculadas em placas de cultura (35 x 1 O 

mm, Nunc, Denmark) após ajuste da concentração para cerca 1x106 cells/ml 

usando o hematocitômetro. A superfície interna das placas de cultura foi 
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previamente coberta com solução 0,01% (p/v) de poli-L-Iisina (Sigma, USA) para 

permitir a adesão das células de levedura. Um ml de suspensão de células foi 

incubado em cada placa de cultura por 1 hora em temperatura ambiente. Células 

não aderidas foram removidas por pipetagem do meio, que foi substituído por 1 ml 

de RPMI-1640, suplementado com 5% soro de bezerro (Sigma, USA). A placa 

padronizada de cultivo foi fiXada ao microscópio, sob temperatura constante de 

35°C, até que 90% das hifas houvessem crescido. Hifas em posição horizontal 

foram selecionadas para monitoramento pelo sistema BCT e a ta!Xa de crescimento 

foi medida a cada 1 O minutos. A ponta da hifa foi exibida em monitor de televisão e 

registrada em vídeo (NEC, Japan) de acordo com metodologia descrita previamente 

(Ansheng et ai. 1999; lida et ai. 1999a). Após a estabilização da ta!Xa de crescimento, 

o meio simples foi trocado por meio acrescido com a droga a ser testada. AMPH 

(Bristoi-Myers Squibb, UK) e FCLZ (Pfizer. Inc. Japan) foram dissolvidos em DMSO 

e empregados na prova de atividade antifúngica para concentração de 1 J.Lg/ml, bem 

como os inibidores de protease sulfato de indinavir 1,5 J.lg/ml (Merck Dohme, USA) e 

ritonavir 5,3 J.LQ/ml (Abbott Comp, UK), que foram dissolvidos em metano!. O 

monitoramento foi realizado por 6 horas em média. 

Análise Estatística 

Os dados foram digitados em planilha eletrônica (Excel 2000, Microsoft, 

USA) e analisados com em SAS® (Release 6.11, SAS lnstitute, USA), utrilizando-se 

os testes de Qui-Quadrado e exato de Físher (bícaudal), considerando p < 0,05 

como estatisticamente significativo. 
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RESULTADOS 

Identificação 

A distribuição das espécies de leveduras identificadas entre os 114 

pacientes infectados pelo HIV mostrou que 100 isolados (57,7%) eram C. a/bicans e 

73 (42, 1%)foram não-a/bicans. Dos isolados do grupo controle, 26 (83,8% )foram C. 

a/bicans, como pode ser visto na tabela 3. Houve diferença estatisticamente 

significativa na distribuição de amostras de não-a/bicans entre o grupo HIV+ e 

controle (QQ; p=0,001). Não houve diferença na distribuição de amostras de 

Candida albicans sorotipo A e 8 (QQ; p=0,212). 

TABELA 3. Distribuição das amostras identificadas, por espécie, entre 204 amostras. 

Espécies Grupo HIV+ Grupo controle 
173 (100%) 31 (100%) 

C. albicans-A 70 (40,4) 22 (70,9) 
C. albicans-B 30 (17,3) 4 (12,9) 
C. krusei 13 (7,5) 1 (3,2) 
C. lusitaniae 9 (5,2) 
C. tropicalis 8 (4,6) 
C. parapsilosis 8 (4,6) 
C. glabraw 5 (2,8) 
C. ke.fyr 3 (1,7) 
C. guilliermondii 3 (1, 7) 
C. intermedia 2 (1 ,1) 
C. norvegensis 1 (0,5) 
Rhodotorula rubra 3 (1 ,7) 
Candida spp. 18 (1 0,4) 
C albicans 100 (57, 7) 
não-albicans 73 ( 42,1) 
#Diferença estatisticamente significante (Qui-Quadrado; p=0,001) 
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Através dos métodos convencionais utilizados, a maioria (n=184) dos 

isolados foi identificada. Em alguns casos, entretanto, o resultado dos testes 

convencionais não foi claro e essas amostras em particular foram investigadas 

quanto aos tipos de ubiquinona presentes e tiveram parte do material genético 

seqüenciado. Em particular os isolados de C. lusitaniae e C. kefyr, mostraram 

baixos índices de confiabilidade para identificação pelo ID32C® quando 

comparados aos demais. Todos os isolados de C. lusitaniae (n = 9) foram 

ubiquinona 8 (QB), enquanto as amostras de C. intermedia (n = 2) foram 09 e a 

amostra de C. norvegensis (n = 1) foi 07. Os isolados de C. kefyr, C. intermedia, C. 

norvegensis e C. guilliermondii apresentaram diferença de apenas um nucleotídeo 

na seqüência genética, como pode ser observado na tabela 4. A avaliação da 

ubiquinona, assim como as diferenças de nucleotídeos confirmaram a identificação 

prévia das amostras pelo teste de assimilação de carboidratos. 

TABELA 4. Ubiquinonas maiores e diferenças de nucleotídeo em diferentes regiões 

LSUrDNA D1/D2. 

Espécies 

C. kefYr (n=3) 

C. norvegensis (n=1) 

C. lusitaniae (n=9) 

C. intermedia (n=2) 

C. guilliermondii (n= 1) 

Ubiquinonas 
maiores 

Q6 

Q7 

Q8 

Q9 

Q9 

Diferenças de 
Nucleotídeos 

1 

1 

o 
2 

G1lnBank, número 
de acesso 
U94924 

U75730 

U44809 

U45709 

A variabilidade das espécies de leveduras identificadas acompanhou a 

progressão da doença do HIV como mostra a tabela 5. Apesar disto, não houve 
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diferença estatisticamente significativa na distribuição de C. albicans A e B e entre 

C.albícans e não-albicans. Espécies pouco freqüentes, como C. norvegensis e C. 

intermédia, foram isoladas da cavidade bucal destes pacientes. 

TABELA 5. Distribuição de espécies de leveduras no grupo HIV+ de acordo com o estágio 

de infecção* 

Estágio de infecção* pelo HIV 

Espécies A2(n-12) B2 (n=51) B3(n-30) C3(n=80) 

C. albicans-A ** 4 19 17 30 

C. albicans-B** 2 10 4 14 

C. tropicalis 2 1 5 

C. krusei 1 2 2 8 

C. kefyr 1 1 1 

C. parapsilosis 1 3 1 3 

C. glabrata 2 2 1 

C. lusitaniae 4 5 

C. guilliermondii 2 1 

C. norvegensis 1 

C. intermedia 2 

Candida spp. 6 2 10 

Rhodotorula rubra 1 2 

C. albicans 6 29 21 44 

não-albicans 6 22 9 36 

*Classificação do CDC; *"Sorotipos A e B 

Susceptibilidade antifúngica 

A tabela 6 sumariza o nível de susceptibilidade das amostras a 4 agentes 

antifúngicos. Entre as amostras do grupo HIV, 29 isolados de C. albicans e 13 

isolados não-albicans mostraram resistência ao FLCZ (MIC<: 64 f!Q/ml). Muitos 

isolados de C. albicans (60) e outros de não-albicans (53) mostraram resistência ao 
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ITCZ (MIC<': 2 flQ/ml). Entre as amostras controle, 5 isolados de C. albicans 

mostraram baixa susceptibilidade ao ITCZ (MIC<': 2 flQ/ml) e 26 eram susceptíveis 

ao FLCZ {MIC entre O, 12 e 8 flQ/ml). 

TABELA 6. Sumário das faixas de MIC(~-tg/ml) de 204 amostras de leveduras para as quatro 

drogas testadas. 

n AMPH FLCZ MCZ ITCZ 

Grupo controle (n=31) 

C. albicans-A 22 0,25-1 O, 12-8 0,06-4 0,06-8 

C. albícans-8 4 0,5 0,25-0,5 0,06-0,25 O, 12-0,25 

C. tropicalis 1 1 4 0,5 0,25 

C. krusei 1 1 64 2 0,5 

Candída spp. 2 0,5 2,0-4 1 0,25-0,5 

Rhodotorula rubra 1 1 8 32 2 

Grupo HIV+ (n=173) 

C. albicans-A 70 0,125-4 O, 125-64 O, 125-16 0,125-8 

C. albicans-B 30 0,25-2 0,25-64 0,25-8 0,25-8 

C. tropícalís 8 0,5-4 4-64 2,0-8 0,5-8 

c. krusei 13 0,5-4 2-64 4,0-16 1,0-8 

C. kefyr 3 0,5-2 0,125-0,25 0,06-4 O, 125-1 

c. parapsilosis 8 1,0-2 2,0-8 0,5-8 0,5-2 

C. glabrata 5 0,5-4 4-32 0,5-4 0,5-4 

C. lusitaníae 9 0,25-2 0,125-4 0,25-4 0,25-8 

C. guilliermondií 3 0,5-2 0,5-16 0,25-8 1,0-8 

C. norvegensis 1 2 64 4 2 

C. íntermedia 2 0,25-0,5 1,0-8 2 2 

Candída spp. 18 0,25-4 1-64 0,25-8 0,5-8 

Rhodotorula rubra 3 0,5-2 32-64 2,0-8 4,0-8 

AMPH = anfotericina B, FLCZ- fluconazol, MCZ = miconazol, ITCZ= itraconazol. 
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As concentrações mínimas inibitórias (MIC) para cada uma das 4 drogas 

testadas podem ser vistas nas tabelas de 7 A a 70. 
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TABELA 7 A. Número de amostras para cada MIC de anfotericina B- AMPH (R> 2flg/ml) para 173 isolados de pacientes HIV+. 

Espécies n 0,125 0,25 0,5 1 2 4 

Candida albicans A 70 3 5 14 25 22 1 

Candida albicans B 30 - 2 6 7 15 

Candida tropica/is 8 - 1 1 3 - 3 

Candida krusei 13 - - 2 2 7 2 

Candida kefyr 3 - - 1 - 2 

Candida parapsi/osis 8 - - - 1 7 

Candida glabrata 5 - - 1 1 2 1 

Candida lusitaniae 9 - 2 1 3 3 

Candida guilliermondii 3 - - 1 1 1 

Candida novergensis 1 - - - - 1 

Candida intermedia 2 - 1 1 

Candida spp. 18 - 1 6 3 5 3 

Rhodotoru/a rubra 3 - - 1 1 1 

Candida albicans 100 3 7 20 32 37 1 

não - albicans 73 o 5 15 15 29 9 
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TABELA 78. Número de amostras para cada MIC de fluconazol- FCZL (R<: 32f.!g/ml) para 173 isolados de pacientes HIV+. 

Espécies n 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 

Candida albicans A 70 2 1 7 7 2 6 4 8 6 27 

Candida albicans B 30 1 6 3 1 1 2 4 6 5 2 

Candida tropícalís 8 - - 1 - - 2 1 1 1 2 

Candida krusei 13 - - - - 1 - 2 2 3 5 

Candída kefyr 3 2 1 

Candida parapsilosís 8 - - - 1 2 4 1 

Candída glabrata 5 - - - - - 1 - - 4 

Candida lusítaniae 9 1 1 - 2 2 3 

Candída guilliermondíí 3 - - 1 - - - 1 1 

Candida novergensis 1 - - - - - - - - - 1 

Candída íntermedia 2 - - - 1 - - 1 

Candida spp. 18 - - - 1 - 2 1 6 5 3 

Rhodotoru/a rubra 3 - - - - - - - - 1 2 

Candida albicans 100 3 7 10 8 3 8 8 14 11 29 

não - albicans 73 o 2 2 5 5 12 7 10 14 13 
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TABELA 7C. Número de amostras para cada MIC de miconazol- MCZ (R "2J.tg/ml) para 173 isolados de pacientes HIV+. 

Espécies n 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 

Candida albicans A 70 - 2 5 10 6 6 17 19 5 

Candida albicans B 30 - - 5 5 1 6 8 5 

Candida tropicalis 8 - - - - - 2 1 2 

Candida krusei 13 - - - - - - 9 3 1 

Candida kefyr 3 2 - - - - - 1 

Candida parapsi/osis 8 - - - 2 - 1 4 1 

Candida g/abrata 5 - - - 1 - 3 1 

Candida lusitaniae 9 - - 1 3 - 4 1 

Candida guil/iermondii 3 - - 1 - - 1 - 1 

Candida novergensis 1 - - - - - - 1 

Candida intermedia 2 - - - - 2 

Candida spp. 18 - - 1 2 3 3 5 4 

Rhodotoru/a rubra 3 - - - - - 1 1 1 

Candida a/bicans 100 o 2 10 15 7 12 25 24 5 

não - a/bicans 73 2 o 3 8 5 15 24 12 1 
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TABELA 70. Número de amostras para cada MIC de itraconazoi-ITCZ (R<! 2f'g/ml) para 173 isolados de pacientes HIV+. 

Espécies n 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 

Candida a/bicans A 70 1 3 13 18 8 8 29 

Candida albicans B 30 - 1 2 12 5 6 4 

Candida tropicalis 8 - - 1 2 4 1 

Candida krusei 13 - - - 1 3 5 4 

Candida kefyr 3 1 1 - 1 

Candida parapsilosis 8 - - 3 2 3 

Candida g/abrata 5 - - 1 1 3 

Candida lusitaniae 9 - 2 1 3 2 1 1 

Candida guilliermondii 3 - - - 1 1 - 1 

Candida novergensis 1 - - - - 1 

Candida interrnedia 2 - - - - 2 

Candida spp. 18 - - - 1 7 8 2 

Rhodotorula rubra 3 - - - - - 1 2 

Candida a/bicans 100 1 4 15 30 13 14 33 

não - albicans 73 1 3 6 11 24 19 10 
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No grupo controle, houve apenas 1 isolado de C. a/bicans resistente ao 

MCZ e ITCZ e 1 de C. krusei resistente ao FLCZ. Na Tabela 8 no grupo HIV, 68 

isolados de C. albicans eram resistentes a pelo menos uma das drogas testadas. 

Das espécies menos comuns, c. intermedia foi resistente ao ITCZ e a C. 

norvegensis e foi resistente ao FLCZ, MCZ e ITCZ. Todos os isolados de C. 

tropicalis e C. krusei eram resistentes a pelo menos um dos agentes antifúngicos 

(FLCZ, MCZ e ITCZ). Entre os isolados de C. glabrata, 4 (80%) foram resistentes ao 

FLCZ, MCZ e ITCZ como pode ser visto na tabela 8. Apenas 1 isolado de C. 

albicans mostrou-se resistente à AMPH. Os pontos de corte para resistência das 

espécies não-albicans ainda não foram estabelecidos. 

No grupo HIV, o número de isolados de C. albicans multi-resistentes para 

FLCZ, MCZ e ITCZ (27) foi similar ao número de isolados resistentes a MCZ e ITCZ 

(29). Entre as espécies não-albicans de Candida, 46,5% era multi-resistente para 

MCZ e ITCZ e 16,4% para FLCZ, MCZ e ITCZ (Tabela 9). 
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TABELA 8. Distribuição dos isolados do grupo HIV, resistentes (R) a pelo menos um dos 

agentes antifúngicos testados. FLCZ 64 = fluconazol <:64 f.tg/ml; FLCZ 32 = fluconazol 2: 

32f.lg/ml; MCZ 2 = miconazol 2:2 f.!Q/ml; ITCZ 2 = itraconazol 2:2 f.lg/ml; n =total de isolados 

testados para cada espécie. 

Espécies n R(%) FLCZ64 FLCZ32 MCZ2 ITCZ 2 

C. albicans-A 70 49 (70,0) 27 6 47 45 

C. albicans-B 30 19 (63,0) 2 5 19 15 

C. tropicalis 8 8 (100,0) 2 1 5 5 

C. krusei 13 13 (100,0) 5 3 13 12 

C. kefyr 3 2 (66,6) o o 1 o 

C. pa rapsi/osis 8 7 (87,5) o o 6 3 

C. glabrata 5 4 (80,0) o 4 4 4 

C. /usitaniae 9 6 (66,6) o o 5 4 

C. guil/iermondii 3 3 (100,0) o o 2 2 

C. norvegensis 1 1 (100,0) 1 o 1 1 

C. intermedia 2 2 (100,0) o o o 2 

Candida spp. 18 17 (94,4) 2 5 12 17 

Rhodotoru/a rubra 3 3 (100,0) 3 1 3 3 

c. albicans 100 68 (68,0) 29 11 66 60 

não - albicans 73 66 (90,4) 13 14 52 53 

Total 173 134 (74,4) 42 25 118 113 
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TABELA 9. Distribuição dos isolados do grupo HIV, multi-resistentes aos agentes 

antifúngicos testados (FLCZ+MCZ+ITCZ e MCZ+ITCZ). FLCZ= fluconazol a:64 !"gfml; MCZ 

= miconazol a:2 j.tglml; ITCZ = itraconazol a:2 ~"Qfml; n = total de isolados testados para cada 

espécie. 

Espécies n FLCZ+MCZ+ITCZ MCZ+ITCZ 

n {%) n {%) 

C. afbicans-A 70 27 (38,5) 15 (21 ,4) 

C. a/bicans-8 30 2 (6,6) 12 (40,0) 

C. tropicalis 8 3 (37,5) 5 (62,5) 

C. krusei 13 5 (38,4) 7 (53,8) 

C. kefyr 3 

C. parapsilosis 8 3 (37,5) 

C. glabrata 5 4 (80,0) 

C. lusitaniae 9 2 (22,2) 

C. guillierrnondii 3 2 (66,6) 

C. norvegensis 1 1 (100,0) 

C. interrnedia 2 2 (100,0) 

Candida spp. 18 1 (5,5) 9 (50,0) 

Rhodotorula rubra 3 3 (100,0) 

C. albicans 100 27 (27,0) 29 (29,0) 

não • atbicans 73 12 (16,4) 34 (46,5) 

Total 173 39 {22,5) 63 (36,4) 
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Monitoramento automático do crescimento de hifas 

Através do monitoramento pelo BCT foi demonstrado efeito inibitório do 

inibidor de protease ritonavir sobre o crescimento de hifas de Candida, tanto para o 

isolado clínico 42, quanto para a referência ATCC 90028. A combinação de drogas 

(AMPH e ritonavir) parece ter efeito sinérgico, causando inibição do crescimento de 

hifas. Por outro lado, não foi observada ação inibitória do indinavir sobre o 

crescimento de hifas. Resultados da análise por BCT podem ser observados nos 

gráficos de 1 a 3. 
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Gráfico 1. Monitoramento pelo BCT do isolado de Candida referência ATCC em 

presença da combinação das drogas AMPH e Ritonavir. 
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Gráfico 2. Monitoramento pelo BCT do isolado clínico 42 em presença da 

combinação das drogas AMPH e Ritonavir. 
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Gráfico 3. Monitoramento pelo BCT do isolado clínico 42 em presença da 

combinação das drogas AMPH e lndinavir. 
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DISCUSSÃO 

Identificação 

O aumento da prevalência de espécies não-albicans em pacientes com 

AIDS têm aumentado o interesse pela caracterização da microbiota bucal e a 

identificação das espécies é essencial para a análise da susceptibilidade antifúngica. 

O aumento do número de amostras resistentes a agentes antifúngicos representa 

um dos mais sérios problemas da micologia médica atual. 

Isolados de C. albicans foram muito mais freqüentes (83,8%) no grupo 

controle que isolados não-a/bicans, indicando baixa diversidade. Esta característica 

já foi reportada previamente para grupos similares de pacientes (Schoofs et ai. 

1998; Sobel et ai. 2001 ). Estudo em população imunocompetente reportou índices 

de 86% para C. albicans e de 23% para não-albicans, das quais 16% foram C. 

glabrata e 11% foram C.tropicalis (Sobel et ai. 2001). 

A variabilidade das amostras de levedura dos pacientes infectados pelo HIV 

diferiu significativamente daquela do grupo controle (QQ, p=0,001 ). Amostras de C. 

albicans corres ponderam a 57,7% (n=1 00) dos 173 isolados. O número de espécies 

identificadas no grupo HIV no presente estudo foi maior, 10 espécies, que o 

previamente reportado em outro estudo no Brasil, 8 espécies, mas aspectos 

metodológicos dificultam a comparação entre os mesmos (Colombo et ai. 1999). 

Pacientes imunossuprimidos geralmente tem altas proporções (70 a 80%) de C. 

albicans, enquanto C. g/abrata e C. tropicalis representam de 5 a 8% dos isolados 

(Fidel, Jr. et ai. 1999). Aumento na proporção de infecções causadas por espécies 

não-albicans de Candida em imunossuprimidos também foi descrito (Hazen 1995, 

Nguyen et ai. 1996a; Pfaller et ai. 1998b; Schoofs et ai. 1998; Colombo et ai. 1999). 
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No presente estudo, a segunda espécie mais freqüente no grupo HIV foi C. 

krusei (7,5%; n=13) seguida por C.Jusitaniae (5,2%, n=9). Esta freqüência confirma 

trabalhos recentes de epidemiologia de leveduras em pacientes portadores do HIV 

(Nguyen et ai. 1996a; Milan et ai. 1997; Sobel et ai. 2000). Ainda que C. tropicalis 

tenha sido descrita como a segunda e C. glabrata como a terceira espécie mais 

comum em isolados da cavidade bucal de pacientes infectados pelo HIV (Fidel, Jr. 

et ai. 1999), outras espécies podem se apresentar com alta freqüência (Hazen 

1995; Sullivan et ai. 1996; Pfaller et ai. 1998b; Heelan et ai. 1998; Fidel, Jr. et ai. 

1999). Em estudo brasileiro de pacientes com infecção sistêmica por Candida , 63% 

das amostras de Candida foram não-albicans, sendo 25% C. parapsilosis, 24% 

C.tropicalis e 5% C. rugosa (Colombo et ai. 1999). Estes resultados enfatizam as 

mudanças do perfil epidemiológico das espécies de Candida em pacientes 

imunossuprimidos. 

No presente estudo, 70% das amostras de C. albicans eram sorotipo A e 

30% sorotipo B. O número de trabalhos epidemiológicos que realizam sorotipagem 

de C. albicans é relativamente pequeno, mas aumento da prevalência de C. 

albicans sorotipo B em pacientes portadores do HIV já foi descrito (Torssander et ai. 

1996). Menor virulência de isolados de C. albicans sorotipo B foi reportada 

previamente (Poulain et ai. 1983; Borg et ai. 1988). O fato parece estar ligado à 

menor expressão de Candida-protease e menor potencial de adesão e invasão do 

epitélio da mucosa (Poulain et ai. 1983; Borg e Ruchel 1988). Apesar disto, o 

sorotipo A de Candida albicans ainda é o mais freqüente (Poulain et ai. 1983; 

Williamson et ai. 1987; Borg et ai. 1988; Borg e Ruchel1988; McMullan-Vogel et ai. 

1999). Há escassez de estudos sobre a possível correlação entre sorotipo e 
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manifestações clínicas, virulência ou resistência antifúngica. 

Neste estudo, o número de espécies não-a/bicans de Candida no grupo HIV 

foi relativamente elevado, cerca de 42%, ou 73 dentre 173 isolados. Espécies 

incomuns, como C. lusitaniae, C. noNegensis e C. intermedia foram identificadas no 

grupo HIV positivo. Estes resultados são compatíveis com a informação recente de 

literatura (Nguyen et ai. 1996a; Nguyen et ai. 1996b; Yokoyama et ai. 2000; Schoofs 

et ai. 1998; Walsh e Groll 1999; Groll e Walsh 2001). Amostras de espécies 

não-albícans de Candída representavam 3,4% dos isolados orofaríngeos de 

pacientes HIV positivo ao fim dos anos oitenta em comparação a 16,8% dos 

isolados no início dos anos noventa (Barchiesi et ai. 1993). Estudo recente 

demonstrou cerca de 22% de espécies não-a/bicans entre amostras de Candida de 

pacientes brasileiros com AIDS (Milan et ai. 1998). Espécies não-a/bicans de 

Candida parecem ter papel relevante na etiologia da candidose neste grupo de 

pacientes (Nguyen et ai. 1996b; Fidel, Jr. et ai. 1999; Sobel et ai. 2001 ). Todos os 

pacientes do grupo HIV estavam sob terapêutica antiretroviral, que pode ter 

exercido efeito antifúngico sobre as espécies produtoras de protease e reduzido seu 

potencial de virulência, possibilitando a emergência de espécies não produtoras de 

protease como a C.krusei, C. parapsi/osis, C. guilliermondii (Ray e Payne 1988). 

Este fato aumenta o interesse e a importância da caracterização acurada de 

amostras de Candida da cavidade bucal. 

O uso de métodos tradicionais em associação com sistemas comerciais de 

identificação, em especial do ID 32C®, permitiu a caracterização da maioria das 

amostras, o que confirma a eficácia destes métodos. Entretanto, espécies menos 

comuns, como C. lusitaniae, C. kefyr, C. intermedia e C. noNegensis, geraram 
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dúvidas em alguns critérios de assimilação. A análise de ubiquinona, um dos 

importantes métodos utilizados em taxonomia (Montrocher et ai. 1989), confinmou 

os resultados das técnicas anteriores, reforçando sua validade. Os tipos de 

ubiquinona reportados no presente estudo (08 para C. /usitaniae, Q9 para C. 

intermedia, Q6 para C. kefyr, Q9 para C. guilliermondíi e 07 para C. norvegensis) 

foram semelhantes aos reportados previamente na literatura (Billon-Grand 1985; 

Molnar et ai. 1996; Schauer e Hanschke 1999). A expressão de ubiquinonas em 

espécies não-albicans de Candida ainda é pouco conhecida, com escassos 

trabalhos disponíveis na literatura (Molnar et ai. 1996; Schauer e Hanschke 1999). A 

emergência de espécies raras é mais um fator de estímulo na busca de técnicas 

alternativas que auxiliem a identificação de amostras de leveduras. 

Do mesmo modo que o teste das ubiquinonas, as técnicas moleculares 

aplicadas à identificação de amostras de leveduras confirmaram os resultados dos 

testes de assimilação e fenmentação. Ainda que poucas amostras tenham sido 

submetidas ao seqüenciamento de nucleotídeos da região 01/02 LSUrDNA, não 

foram encontradas diferenças significativas na análise das amostras de C. kefyr, C. 

intermedia e C. norvegensis. Já as amostras de C. guilliermondii, mostraram duas 

substituições, mas também confinmaram a identificação pelos métodos 

convencionais. Os resultados são similares aos de outros estudos (Nho et ai. 1997; 

Yokoyama et ai. 2000; Biswas et ai. 2001 ). Técnicas moleculares tem evoluído 

rapidamente, penmitindo a caracterização de espécies com maior acuidade e 

economia de tempo e possivelmente serão os métodos de referência em futuro 

próximo (Reiss et ai. 1998; Yokoyama et ai. 2000). 

A alta freqüência de candidose orofaríngea e esofagiana têm sido 
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glabrata nos grupos A2 e 82 (n=4) quando comparados aos grupos 83 e C3 (n=1 ). 

Esta espécie está relacionada à resistência inata ao fluconazol (Ghannoum e Rice 

1999; Woods 2001) e resistência cruzada à terbinafina (Ghannoum eRice 1999). 

Quatro isolados de C. lusitaniae foram identificados no grupo 82. C. /usitaniae 

apresenta capacidade de desenvolver resistência a anfotericina (Nguyen et ai. 

1996a; Favel et ai. 1997; Ghannoum e Rice 1999). 

Antifúngicos 

A emergência de patógenos oportunistas resistentes a agentes antifúngicos 

tomou-se um importante problema clínico em medicina (Favel et ai. 1999). No 

presente estudo, as mostras do grupo controle apresentaram estreita variação de 

intervalo de MIC, sendo a maioria das amostras de C. albicans (96, 1%) sensíveis 

aos agentes antifúngicos testados (AMPH, FLCZ, ITCZ e MCZ). Estes dados são 

similares àqueles reportados pela literatura (NCCLS 1997; Pfalleret ai. 1998b; Fidel, 

Jr. et ai. 1999; Sobel et ai. 2001), ainda que o número de amostras tenha sido 

pequeno (n=31). Estes resultados podem estar associados a ausência de contato 

prévio dos pacientes com agentes antifúngicos. Por outro lado, presume-se que a 

eficácia dos medicamentos, na eventualidade de uso clínico destes antifúngicos 

nestes pacientes, será satisfatória. Neste estudo, apenas um isolado de C. albicans 

apresentou resistência para MCZ e ITCZ. O MCZ tem sido o agente antifúngico de 

eleição para tratamento de candidose à muitos anos (Metzger e Hofmann 1997) e o 

uso prolongado do medicamento parece estar associado ao aparecimento de cepas 

resistentes (Metzger e Hofmann 1997; Ghannoum e Rice 1999, Ghannoum e 

Elewski 1999; Tudela et ai. 2000). 

Por outro lado, os isolados de C. albicans do grupo HIV mostraram larga 
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variação de intervalo de MIC para as mesmas drogas testadas. Quase todas as 

amostras de C. albicans (99%) foram sensíveis a AMPH, fato já descrito pela 

literatura (Vanden 8ossche et ai. 1998; Ghannoum e Rice 1999). Valores similares 

foram encontrados entre os sorotipos A (98,5%) e sorotipos 8 (100%), o que 

também está de acordo com as informações disponíveis na literatura para amostras 

brasileiras (Tresoldi et ai. 1997; Levin et ai. 1998; Colombo et ai. 1999). Cerca de 

71% das amostras de C. albícans neste estudo foram sensíveis ao FLCZ. 

Sensibilidade de amostras de Candída albícans ao FLCZ tem sido reportada em 

níveis que variam de 80 a 100% (Kelly et ai. 1996; Colombo et ai. 1999), 

ligeiramente superiores portanto aos valores obtidos no presente estudo. Enquanto 

61,4% das amostras de C. albícans sorotipoA foram sensíveis ao FLCZ, 93,3% das 

amostras de sorotipo 8 apresentavam a mesma característica. O uso prévio de 

agentes antifúngicos parece aumentar a capacidade de adesão celular dos fungos, 

conseqüentemente aumentando o potencial patogênico destes isolados (Pereira, Jr. 

et ai. 1997). FLCZ não costuma ser indicado como medicamento de primeira 

escolha para pacientes brasileiros com candidose em função do alto custo e tem 

sido prescrito apenas nos casos sem resposta clínica a outros medicamentos 

(Colombo et ai. 1999). Para MCZ e ITCZ, o percentual de amostras de C. albícans 

sensíveis foi menor, variando de 40 a 60%. Estes resultados podem estar 

relacionados com o uso clínico freqüente destas drogas (Metzger e Hofmann 1997). 

No grupo HIV, uma amostra de C. albicans foi resistente ao AMPH, evento 

raramente reportado na literatura (Nguyen et ai. 1996a). No presente estudo, 29% 

dos isolados de C. albícans foram resistentes ao FLCZ e a maioria foi do sorotipo A 

(apenas 1 isolado de sorotipo 8). Resultados similares em pacientes com AIDS já 
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foram reportados (Law et ai. 1994), mas o valor de 29% foi surpreendentemente 

elevado quando comparado aos 1 O% relatos por KELLY (Kelly et ai. 1996). Estudos 

prévios com isolados obtidos no Brasil a partir de pacientes HIV, também mostraram 

níveis elevados de resistência a compostos azólicos (acima de 15%) e 

cetoconazole (acima de 13%) para Candida albicans, C. tropicalis e C. krusei (Milan 

et ai. 1998; Silva et ai. 1999). 

Entre os isolados de C. albicans, 54% foram resistentes ao MCZ. 

Considerando o reduzido uso clínico do fluconazol no Brasil, o mecanismo de 

resistência pode estar associado à reação cruzada com outros azoles (Kelly et ai. 

1996; Metzger e Hofmann 1997; Silva et ai. 1999). A elevada freqüência de casos 

de candidose refratária ao tratamento com esta droga tem reduzido o número de 

centros médicos que a utilizam (Metzger e Hofmann 1997; Silva et ai. 1999). 

No presente estudo, cerca de 50% dos isolados de C. albicans 

apresentaram resistência para o ITCZ. Resistência cruzada ao cetoconazol e ao 

ITCZ tem sido descrita em freqüências que variam de 20 a 70% (Metzger e 

Hofmann 1997) e o elevado percentual de cepas resistentes ao ITCZ neste estudo 

pode ser conseqüência de resistência cruzada do cetoconazol ou MCZ, ambos 

amplamente utilizados na clínica médica brasileira. É importante considerar este 

fato durante a eleição da terapêutica antifúngica nos casos de candidose refratária. 

A maioria dos isolados não-a/bicans de Candida foi sensível a todos os 

agentes antifúngicos testados, o que já havia sido reportado em artigos similares na 

literatura (Hauman et ai. 1993; Pfaller et ai. 1998b; Sobe! et ai. 2001 ). Das amostras 

não-albicans do grupo controle, um isolado de C. krusei mostrou baixa sensibilidade 

para FLCZ. É possível que esta espécie apresente resistência inata ao FLCZ 

51 



(Wamock 1998; Pfaller et ai. 1998a; Fidel, Jr. et ai. 1999). Um isolado de 

Rhodotoru/a rubra foi classificado como dose-dependente para FLCZ. 

Nos isolados do grupo HIV foi encontrada acentuada variação no intervalo 

de MIC para FLCZ, ITCZ e MCZ, mas a maioria foi sensível à AMPH, fato também 

reportado por outros autores (Nguyen et ai. 1996a; Kelly et ai. 1996). FLCZ tem sido 

largamente utilizado em centros hospitalares internacionais (Heelan et ai. 1996; 

Heelan et ai. 1998; Ghannoum e Rice 1999, Tudela et ai. 2000), mas ainda é de uso 

relativamente restrito no Brasil (Colombo et ai. 1999). No presente estudo, a maioria 

dos isolados não-albicans foi sensível ao FLCZ. C. krusei foi exceção, com 61 ,5% 

sendo susceptível ao FLCZ. Em contraste, cerca de 40% dos isolados não-a/bicans 

foi sensível ao MCZ. Também dentre os isolados não-albicans de Candida, 87,5% 

das C. tropícalis e 30,7% amostras de C. krusei foram sensíveis ao ITCZ, sendo a 

maioria das amostras das demais espécies, sensíveis. O reduzido número de 

isolados não-a/bicans sensíveis ao MCZ demonstra sua baixa efetividade na 

terapêutica, apesar do mesmo ter sido muito utilizado nos últimos anos pelo baixo 

custo (Metzger e Hofmann 1997), particularmente no Brasil (Milan et ai. 1998; 

Colombo et ai. 1999; Silva et ai. 1999; Ribeiro et ai. 2001 ). Esta informação enfatiza 

a importância clínica da determinação da espécie prevalente em casos de 

candidose refratária para a definição do protocolo terapêutico mais apropriado 

(Metzger e Hofmann 1997; Baran, Jr. et ai. 2001; Kovacicova et ai. 2001). Outra 

informação valiosa é o ajuste da dose da droga em função dos valores de referência 

do MIC para espécies não-a/bicans, que têm apresentado valores do MIC 

superiores aos de referência para C. albicans e portanto requerem prescrição de 

dose superior às doses comumente aplicadas pelo clínico. 
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Dentre os isolados não-albicans do grupo HIV, 3 amostras de C. tropicalis, 2 

de C. krusei e 1 de C. g/abrata foram resistentes a AMPH, o que é considerado raro, 

embora existam alguns relatos prévios (Powderly et ai. 1993; Nguyen et ai. 1996a; 

Wamock et ai. 1998; Prasad et ai. 1999; Pfaller 2000). Isolados de c. lusitaniae 

resistentes têm sido reportados e esta espécie parece ter potencial inato para o 

desenvolvimento de resistência a AMPH (Sandven et ai. 1997; Favel et ai. 1997; 

Yoon et ai. 1999; Reyes e Ghannoum 2000). No presente estudo, todos os isolados 

de C. lusitaniae foram sensíveis a AMPH. Deve ser destacado que ainda não foram 

superadas as dificuldades técnicas na elaboração de protocolo para determinação 

in vitro de resistência ao AMPH (NCCLS 1997). 

O presente estudo detectou diversos isolados não-albicans de Candida 

resistentes ao FLCZ, incluindo 5 amostras de C. krusei, valores similares aos 

reportados anteriormente na literatura internacional e brasileira (Nguyen et ai. 

1996a; Wamock et ai. 1998; Ghannoum e Rice 1999; Silva et ai. 1999; Reyes e 

Ghannoum 2000; Graybill 2000). C. krusei têm sido descrita como portadora de 

resistência inata ao FLCZ (Nguyen et ai. 1996a; Nho et ai. 1997; Metzgere Hofmann 

1997; Graybill 2000). Apenas recentemente, C. norvegensis foi descrita como 

patógeno resistente ao FLCZ (Nho et ai. 1997; Sandven et ai. 1997; Becker 2000), 

enquanto amostras de C. tropicalis rotineiramente o são (Nguyen et ai. 1996a; 

wamock et ai. 1998; Hoegl et ai. 1998b; Sobe! et ai. 2000; lshigaki et ai. 2000). No 

presente estudo, todos os isolados de C. parapsilosis foram sensíveis ao FLCZ e 3 

isolados de C. g/abrata foram considerados dose-dependente (MIC=32~-tg/ml), o que 

já foi reportado por outros autores (Pfaller et ai. 1998b; Colombo et ai. 1999; Safdar 
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et ai. 2001 ), ainda que haja estudos discordantes (Nguyen et ai. 1996a; Hoegl et ai. 

1998b; Fidel, Jr. et ai. 1999). 

Casos isolados de infecções causadas por Rhodotorula rubra foram 

reportados apenas recentemente (Papadogeorgakis et ai. 1999; Kiraz et ai. 2000; 

Samonis et ai. 2001) e as amostras desta levedura avaliadas no presente estudo 

apresentaram baixa susceptibilidade aos antifúngicos testados. R. rubra é 

geralmente considerada sensível ao FLCZ e MCZ, e resistente a AMPH, 

fluorocitosina, econazol e cetoconazol (EJ-Tahawy e Ragga 1999; lshigaki et ai. 

2000). A maioria dos isolados não-a/bicans foi resistente ao MCZ, com destaque 

para C. /usitaniae, com 100% das amostras resistentes. Resistência ao JTCZ foi 

observada em níveis ligeiramente elevados para C. intermedia (100%, n=2), C. 

krusei (69,2%, n=9), C. glabrata (60%, n=3) e Rhodotorula rubra (100%, n=3), 

quando comparados aos da literatura (Nguyen et ai. 1996a; Fidel, Jr. et ai. 1999; 

Colombo et ai. 1999; Safdar et ai. 2001; Piero et ai. 2001). Resistência aos 

antifúngicos em amostras de C. intermedia ainda não foi descrita na literatura. 

Dentre os isolados não-albicans, 94,4% apresentaram multi-resistência ao FLCZ, 

MCZ e JTCZ, enquanto 68% das amostras de C. albicans mostraram a mesma 

característica. 

A freqüência aumentada de isolados não-a/bicans resistentes a antifúngico 

em pacientes HIV-positivo no presente estudo reforça a hipótese de que o uso 

prolongado destes medicamentos pode ser responsável por este fenômeno clínico 

(Sullivan et ai. 1996; Nguyen et ai. 1996a; Pfaller 1996; Pfaller et ai. 1998e; Redding 

et ai. 2000; Sobe! et ai. 2001; Baran, Jr. et ai. 2001 ), mas resistência cruzada a 

azoles e ação de drogas anti-retrovirais também podem ter contribuído (Metzger e 
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Hofmann 1997; Kelly et ai. 1996; Cassone et ai. 1999; Bektic et ai. 2001; Ueta et ai. 

2001 ). A ação destes antifúngicos parece afetar a capacidade de aderência de 

amostras de C.albicans mas o modo como isto ocorre ainda não foi completamente 

esclarecido (Pfaller e Riley 1992; Pereira, Jr. et ai. 1997; Egusa et ai. 2000; Bektic et 

ai. 2001) e este fator não foi avaliado no presente estudo. 

O sistema para análise dinâmica do crescimento das células fúngicas 

(Bio-Cell Tracer®) tem sido aplicado recentemente na avaliação da atividade 

antifúngica (Taguchi et ai. 1995; Oh et ai. 1998; Ansheng et ai. 1999). Ainda que o 

uso do BCT no presente estudo tenha sido apenas demonstrativo, avaliando poucas 

amostras e drogas, demonstrou a aplicabilidade do BCT na análise do efeito de 

agentes antifúngicos sobre isolados de Candida. O possível efeito anti-Candida dos 

inibidores de protease HIV ainda causa controvérsias, mas já foi demonstrado 

através de outras metodologias (Korting et ai. 1999; Diz et ai. 1999; Derouin and 

Santillana-Hayat 2000). Em nosso conhecimento, esta é a primeira descrição da 

atividade antifúngica de inibidor de protease avaliada com o uso do BCT. Uma das 

vantagens desta metodologia é a rapidez da avaliação quantitativa da atividade 

antifúngica quando comparada à metodologia padrão (Taguchi et ai. 1995; Oh et ai. 

1998; Ansheng et ai. 1999). 
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CONCLUSÕES 

1- Houve maior diversidade de espécies de Candida entre amostras do grupo 

HIV que entre amostras do grupo controle. 

2- Houve redução da sensibilidade aos agentes antifúngicos testados nos 

isolados do grupo HIV, com destaque para amostras não-albicans de 

Candida. 

3- Houve elevado número de cepas multi-resistentes para as drogas testadas 

no grupo HIV, particularmente entre as amostras não-albicans de Candida. 

4- Espécies pouco freqüentes de Candida foram isoladas no grupo HIV e 

apresentaram menor susceptibilidade aos antifúngicos testados. 
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ANEXO 

Classificação de pacientes infectados pelo HIV, segundo Sistema Revisado de 

Classificação do CDC de 1993 (CDC 1993): 

O Sistema revisado destaca a importância dos estudos de linfócitos CD4 na 

avaliação clínica das pessoas infectadas pelo vírus H IV. Baseia-se em três faixas de 

contagens de CD4 e três categorias clínicas, que dão origem a uma matriz de nove 

categorias exclusivas. 

Categoria clínica A 

Infecção assintomática por HIV. 

Linfadenopatia generalizada persistente 

Doença aguda pimária por HIV 

Categoria clínica B 

Sintomáticos, excluindo os transtornos relatados em A ou C. 

Os exemplos incluem, entre outros: 

Angiomatose Bacílar, Candidose vulvovaginal persistente > um mês com pouca 

resposta ao tratamento, Candidose orofaríngea, Displasia cervical grave ou 

Carcinoma in situ, sintomas constitucionais. 

Categoria clínica C 

Candidose: esôfago, traquéia e brônquios 

Coccidioidomicose extrapulmonar 

Câncer cervical invasivo 

Criptococose extrapulmonar 

Criptosporidiose crônica intestinal(> mês) 

Retinite por CMV, ou CMV em lugares diferentes do fígado, baço e gânglios 

Encefalopatia por HIV 

Herpes simples com úlcera mucocutânea > um mês, bronquite crônica, pneumonia 
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Histoplasmose: disseminada e extrapulmonar 

lsosporíase crônica > um mês 

Sarkoma de Kaposi 

Linfoma de Burkitt, imunoblástico, cerebral primário 

M. avium ou M. kansaii extrapulmonar 

Pneumonia por Pneumocystis carinii 

Leucoencefalopatia multifocal progressiva 

Bacteremia recorrente por Salmonel/a 

Toxoplasmose cerebral 

Síndrome consumptiva devido ao HIV 
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