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RESUMO

Uma das principais infecgbes  oportunistas em  pacientes
imunocomprometidos € 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 ¢
avaliadas quanto a resisténcia a antifingicos. Candida albicans correspondeu a
57,8% (n=100) das amostras identificadas e 42,1% foram de outras especies, sendo
13 C. krusei, 9 C. lusitaniae e 8 C. fropicalis. Também foram isoladas 2 amostras de
C. infermedia e 1 de C. norvegensis. Sensibilidade para anfotericina B (AMPH),
fluconazol (FLCZ), miconazol (MCZ) e itraconazol (ITCZ) foi determinada por
microdiluicgo. Do total de amostras, 29 isolados de C. albicans e 14 de ouiras
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. fropicalis, 12 de C. krusei, 4 de C. glabrata, 2 de C. infermedia e 1 de
C. norvegensis foram resistentes ao [TCZ. Este estudo demonstrou a aumento da
diversidade de espécies de Candida na cavidade bucal de pacientes infectados pelo
HIV, associado a emergéncia de espécies incomuns de Candida, assim como a
sensibilidade a agentes aﬁtifﬂngicos destes isolados.

Palavras chave: Candida albicans, HIV, AntifGngicos, Resisténcia a drogas.



ABSTRACT

Oral candidosis is one of the main opportunistic fungal infections amongst
immunocompromised individuals, 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. albicans
corresponded to 57.8% of the isolates while 42.1% were identified as other species,
from which 13 were subsequently identified as C. krusei, 9 as C. lusitaniae, and 8 as
C. tropicalis. There were also 2 isolates of C. intermedia and 1 of C. norvegensis.
Antifungal resistance of the 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. fropicalis, 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 albicans, HIV, antifungal agents, Drug resistance.



INTRODUGCAO

Desde a emergéncia da epidemia de AlDS na década de 80, houve consideravel
aumento do nimero de pacientes imunossuprimidos e das manifestactes clinicas
associadas a mesma. Uma das principais infecgdes oportunistas em pacientes
infectados pelo HIV € a candidose bucai, com prevaléncia maior que 90% (Korting et
al. 1999). Fungos do género Candida sdo comuns na cavidade bucal e podem atuar
de forma comensal ou patogénica. Candida albicans € a espécie mais
freqlentemente isolada e é responsavel pela maioria das candidoses, embora
outras espécies também possam ser patogénicas, especialmente em individuos
infectados pelo HIV. Os antifungicos azoles tém sido utilizados de forma efetiva no
fratamento da candidose de mucosa nas Uitimas décadas, mas a exposigéo
prolongada a estes antifingicos pode resultar na colonizagdo da mucosa por
espécies de Candida menos susceptiveis aos antifungicos ou no desenvolvimento
de resisténcia entre cepas normaimente susceptiveis (Sobel et al. 2001). Espécies
como C. norvegensis e C. Inconspicua tém emergido como patégenos
fluconazol-resistente (Sandven et al. 1997; Nho 'et al. 1997). Com o aumento da
freqliéncia de infecgbes, da proporgao de espécies nao-albicans de Candida e da
resisténcia aos antifungicos (Fidel, Jr. et al. 1999), a identificacdo acurada dos
microrganismos envolvidos tormou-se procedimento de importancia clinica ainda
maior. O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade na colonizagc&o da cavidade
bucal por Candida e determinar a sensibilidade a agentes antifungicos destas

amostras.
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REVISAO DE LITERATURA

A candidose oro-esofagiana (COE) é a infecg@o oportunista mais comum
em pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana - HIV (Lima et al.
1995; Sobel et al. 2001) e a incidéncia de candidose bucal em pacientes aduitos
aumenta com a progress&o da doenca do HIV (Fidel, Jr. et al. 1999). Prevaléncia de
colonizacéo fungica da ordem de 80% em cavidade bucal tem sido descrita para
este grupo de pacientes (Milan et al. 1997; Melo 1999). No periodo anterior a
introducao da terapia antiretroviral aitamente ativa (HAART), cerca de 95% dos
portadores do HIiV apresentavam ao menos um episddioc de COE durante a
progress&o para AIDS (Leigh et al. 2001). Embora a incidéncia de COE tenha
diminuido na era p6s-HAART, esta infecgdo flngica continua sendo importante
problema clinico (Diz et al. 1999). Candida albicans é a principal espécie associada
a COE, mas estudos recentes {ém indicado aumento na participagdo de outras
espécies de Candida € mudangas na susceptibilidade antifingica entre isolados de
Candida (Favel et al. 1997, Pfaller et al. 1998a; Sobel et al. 2001). COE refrataria a
tratamento devido a espécies de Candida azole-resistente tem sido reportada e é
um dos problemas clinicos em pacientes com AIDS (Wamock et al. 1998).

Viruiéncia

Morfogénese é considerada caracteristica essencial na determinac@o da
viruléncia de amostras de leveduras. Embora a forma de levedura de Candida
possa estar presente em infecgbes, hifa € a forma mais invasiva. Alteracdes na

morfogénese podem resuitar em producéo ou exposicdo de moléculas da superficie



fingica que servem como adesinas, ligando-se a diferentes moléculas do
hospedeiro (Woods 2001). A capacidade de aderéncia do fungo € maior na
C.albicans (Ashman e Papadimitriou 1990) e é favorecida pela presenga de taxas
elevadas de glicose na saliva (Budtz-Jorgensen 1990). Aderéncia de Candida ao
epitélio bucal parece ser o fator isolado de maior importéncia na determinacéo da
viruléncia, e é facilitada por xerostomia, carboidratos, adesinas, fibronectinas, tipos
especificos de queratina e bactérias (Fotos et al. 1991; Jorge et al. 1993; Calderone
e Fonzi 2001). O uso prévio de agentes antifingicos parece aumentar a capacidade
de adesdo celular dos leveduras (Pereiro, Jr. et al. 1997). A alta diversidade
genética de C.albicans também parece estar associada a maior viruléncia da
mesma (Slutsky et al. 1985, Sangeorzan et al. 1994). C. albicans pode infectar
varios sitios em hospedeiros humanos e ha indicios de que a protegdo imunoldgica
pode ser diferenciada para alguns destes locais (Calderone e Fonzi 2001).

Viruléncia de Candida e o HIV

Gp160 e gp41 viral ligam-se in vitro ao receptor CR3 anaiogo de
complemento de C. albicans (Wurzner et al. 1997, Pietrella et al. 1998} e esta
interag@o pode ser, a0 menos em parte, responsavel pela viruléncia alterada de C.
albicans em pacientes infectados pelo HIV (Cantorna e Balish 1991). A ligag@o com
gp160 efou gp120 afeta intensamente a viabilidade de C. albicans, sua habilidade
de gerar hifas e sua atividade de fosfolipase (Heidenreich e Dierich 1985; Vartivarian
1992). Amostras de C. albicans isoladas de pacientes infectados pelo HIV
apresentam maior producdo de proteinase aspartato (Ollert et al. 1985; De

Rernardis et al. 1996; Gruber et al. 1998) e a interagdo com gp160 ou gp41 parece
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ser responsavel por esta elevacdo (Wu et al. 1996). Estas interacbes também
parecem desencadear a liberacdo de produtos inibitorios do crescimento de hifas
secretados por C. albicans e inibir as fungdes de células polimorfonucieadas
(Wurzner et al. 1997, Pietrella et al. 1998).

Identificacao

Classificacdes de leveduras levam em consideracdo as variagdes
fenotipicas presentes numa cultura, tais como o formato da colbnia. Entretanto,
caracteristicas de crescimento em meio liquido ou sodlido, assimilacdo e
fermentac&o de carboidratos e crescimento em meio de isolamento diferencial séo
0s principais critérios utilizados na classificacdo das espécies (Baumgartner et al.
2000; Heelan et al. 1896). Mais recentemente, a cor produzida pelas colénias em
meios especiais passou a ser usada no processo de identificac&o (Beighton et al.
1995). A maioria das espécies de Candida € dimorfica, mostrando diferengas
bioquimicas, estruturais e morfolégicas nas diferentes formas (Woods 2001). C.
glabrata é considerada monomorfica, apresentando apenas a forma de levedura,
embora trabalhos recentes indiquem que o dimorfismo pode ocormrer sob condigdes
especiais (Woods 2001). Na maioria das vezes, a cultura das amostras é realizada
em agar Sabouraud dextrose ou extrato de Malte (Beighton et al. 1995). Estes
meios geram resultados estaveis, reproduziveis e permitem a diferenciagéo de
algumas espécies. Entretanto, com frequéncia as coldnias de diferentes espécies
apresentam aparéncia muito similar (Baumgartner et al. 2000) e o subseglente
processo de identificac@o apresenta custos financeiros elevados. A presenca de

populacdes mistas de leveduras isoladas de proporgao significativa de pacientes



com estomatite por dentadura ja foi reportada (Budtz-Jorgensen et al. 1975; Kreher
et al. 1991), mas a presenga de uma Unica especie por individuo parege ser mais
comum (Cumming et al. 1990).

Assimilagao de carboidratos

Durante muito tempo as técnicas auxanogréficas para identificacdo de
leveduras incluiram meios solidos e liquidos, eram de dificil interpretagéo e
demandavam longo tempo de trabatho para obtencao de resuitados finais (Mary et
al. 1988). O intensivo trabalho laboratoriai e consequente custo financeiro
impulsionaram o desenvolvimento de métodos mais rapidos e padronizados de
identificaca@o de leveduras (Freydiere e Odds 2001). O sistema de identificacdo API
20C® foi 0 primeiro sistema comercial desenvolvido para tal finalidade e ainda é um
dos metodos de referéncia (Schuffenecker et al. 1993; Baumgartner et al. 1996;
Freydiere e Odds 2001), mostrando alta correlagdo com os métodos convencionais,
até 97%, quando usado em conjunto com critérios morfoldgicos (Land et al. 1979).
Outros sistemas comerciais tém sido desenvolvidos e podem identificar fungos
entre 4 e 72 horas (Wadlin et al. 1999). ID 32C® (BioMérix, Marcy I'Etoile, France) é
um sistema de identificacdo de leveduras baseado na capacidade das amostras de
assimilar uma variedade de carboidratos. Combinagdes de resultados positivos e
negativos, fomecidas pela leitura visual direta, resultam em um cadigo, que por sua
vez indicara a espécie a partir de uma lista de referéncia ou de um banco de dados
deste sistema (Druetta et al. 1993).

Embora nem todos os sistemas comerciais sejam capazes de identificar



ileveduras raras, nomalmente sao eficientes para as mais comuns (Fenn et al.
1994). Apesar das vantagens associadas aos diversos sistemas comerciais de
identificac@o, certa imprecis&o na identificac&o de amostras pode ocorrer (Kellogg
et al. 1999).

Meio Cromogénico

A identificacdo presuntiva de Candida ja na cultura primaria tem sido
buscada desde que se notaram as similaridades fenotipicas entre as espécies desta
levedura. Meios cromogénicos séo seletivos e causam o crescimento de coldnias
pigmentadas, sendo certas coloragdes, especificas para determinadas espécies
(Willinger e Manafi 1995; Beighton et al. 1995; Odds e Davidson 2000). Um dos
primeiros ensaios a utilizar meio cromogénico foi o teste de reducio do sal
tetrazolium, reduzido por coldnias de C. tropicalis que passam a apresentar
coloragado marrom. Outras espécies, incapazes de reduzir o sal, produzem
coloragdes gue variam de levemente rosa a branca (Velegraki e Logotheti 1998). C.
albicans produz B-N-acetilgalactosaminidase, que € capaz de interagir com
substratos cromogénicos e fluorogénicos do meio, permitindo a diferenciac&o da
mesma ja no isolamento primario (Perry e Miller 1987). CHROMagar Candida®
(CHROMagar, Paris, France) e Albicans ID® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France)
sdo exemplos comerciais destes meios. Ambos permitem realizar isolamento
seletivo primario de leveduras e simultaneamente identificar espécies como C.
albicans, C. tropicalis e C. krusei (Beighton et al. 1995; Pfaller et al. 1996; Odds e

Davidson 2000). Os resultados s&o disponiveis apds 24 a 48 horas, mais
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rapidamente portanto que nos procedimentos de identificacio padrao. O aumento
do capacidade de discriminacéo entre C. albicans e outras espécies em amostras
de material clinico com populagdes mistas de leveduras pode ter importantes
conseqgléncias para os pacientes (Odds 1995, Qdds e Bemaerts 1994;
Baumgartner et al. 1896). O diagndstico presuntivo rapido em culturas de leveduras
provenientes de orofaringe de pacientes imunocomprometidos € importante na
selecio de agentes antifingicos apropriados (Pfaller et al. 1996). O uso de meios
cromogénicos, como o CHROMagar Candida®, dispensa a subcultura adicional
prévia para confirmac&o da viabilidade ou isolamento primario ( Pfaller et al. 1996,
Odds e Davidson 2000). Apesar destas vantagens, 0s mesmos sdo substitutos dos
protocolos de identificagcao padrao (Pfaller et al. 1996).

Ubiquinona

As ubiquinonas (coenzima Q) das leveduras tém sido investigadas como
critério na taxonomia das leveduras ( Billon-Grand 1987; Montrocher et al. 1989) e
parecem ser Uteis na identificag&o de algumas espécies (Fukushima et al. 1991,
Fukushima et al. 1993a). Estes estudos sdo usualmente realizados por meio de
cromatografia liquida de alta performance — HPLC (Montrocher et al. 1988;
Fukushima et al. 1991; Fukushima et al. 1993a). Cinco tipos de ubiquinona (Q-8, 7,
8, 9 e 10) foram descritas para o género Candida (Yamada et al. 1977), sendo a Q-9
predominante (Fukushima et al. 1991; Fukushima et al. 1993a), mas ainda s&o
poucos os estudos de ubiquinonas nas espécies menos freqientes de Candida

(Schauer e Hanschke 1999).
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Imunodiagndstico

Diagnéstico soroldgico de candidose pode ser obtido através de reacdo
antigeno-anticorpo, como no teste de anticorpo de fluorescéncia indireta (Poulain et
al. 1983). Outro sistema empregado na identificaggo de amostras de leveduras € o
imunodiagnéstico (Borg et al. 1988). O sistema Candida Check® (latron Inc., Tokyo,
Japan) tem sido usado como auxiliar na identificacio de 9 espécies de Candida
mais importantes do ponto de vista meédico e na caracterizac@o dos serotipos Ae B
de C. albicans (Tsuchiya e Tsuchiya 1980). Este sistema consiste de 10 anticorpos
monoespecificos que atuam pela reacdo de aglutinagdo direta. Ja foi reportada
diferenca nas caracteristicas de adesao e invasdo tecidual entre os dois sorotipos
de Candida albicans, sendo o sorotipo A mais virulento (Borg et al. 1988). Os
sorotipos B parecem apresentar pouca ou nenhuma expressac de Candida
protease e menor potencial de adesdo e invasao do epitélio da mucosa (Poulain et
al. 1983; Borg et al. 1988). Parece haver maior prevaléncia de C. albicans sorotipo B
em amosiras provenientes da cavidade bucal de homossexuais masculinos
(Torssander et al. 1996).

Caracterizacdo molecular

Espécies de Candida tém sido classicamente identificadas com base nas
reacOes bioquimicas e caracteristicas morfoldgicas. Contudo, parmetros
fenotipicos fais como assimilagao de substratos, composicéo da parede celular e
producao de enzimas proteoliticas extracelulares, podem variar entre isolados de

uma mesma espécie de Candida. ldentificacdo de fungos com caracteristicas
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morfolégicas e fenotipicas em comum ou variaveis tem sido realizada por meio da
caracterizacdo geneética (Nho et al. 1997). A analise molecular tem revelado
algumas surpresas. Até recentemente, o Pneumocystis cannii era considerado um
protozodrio, mas o sequenciamento genético revelou que o mesmo estd melhor
classificado entre os fungos (Sullivan et al. 1995). A obtencéo de dados genéticos
para a identificacao acurada das espécies e analise filogenética tem sido realizada a
partir de grande variedade de metodologias; dentre elas o seqlienciamento de DNA
mitocondrial, DNA fingerprinting, andlise de polimorfismo de DNA amplificado
randomicamente (RAPD), anélise de caridtipo, seqlienciamento de DNA e de rRNA
(Sullivan et al. 1995; Coleman et al. 1997, Yokoyama et al. 2000). Analise molecular
também tem sido aplicada nos estudos dos mecanismos de resisténcia antifingica
aos azoles de amostras de Candida albicans (Lamb et al. 1997; Kelly et al. 1997).

Diversidade de espécies

Mudangas na diversidade de espécies de Candida na cavidade bucal em
pacientes infectados pelo HIV tem sido descrita recentemente (Hazen 1995,
Sullivan et al. 1996; Pfaller et al. 1998c). Esta mudanca tem sido associada ao uso
de agentes antiretrovirais (Hoegl et al. 1998a; Hoegl et al. 1998b; Korting et al. 1999;
Cassone et al. 1999) antibidticos (Nguyen et al. 1896a; Nho et al. 1997; Pfaller et al.
1997, Pfaller et al. 1998c) e antifingicos (Greenspan 1994; Nguyen et al. 19963;
Nho et al. 1997; Pfaller et al. 1998d; Fidel, Jr. et al. 1899). Outros estudos nao
observaram tal aumento na variedade de espéciés de Candida (Hauman et al. 1993;
Sobel et al. 2001). Alguns estudos alta prevaléncia de C. albicans, mais que 80% do

total de amostras (Franker et al. 1990; Fotos e Hellstein 1992). Apesar desta
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controvérsia, estes ultimos estudos avaliaram apenas pacientes que nao estavam
sob terapéutica antiretroviral com inibidor de protease. Além das modificagdes na
composicao da microbiota associadas ao uso dos antiretrovirais.

Embora existam mais de 150 espécies do género Candida isoladas e
identificadas (Bamett e Lichtenthaler 2001), a espécie predominantemente
associada a infeccdo patogénica no ser humano € a C.albicans (Coleman et al.
1997). O mesmo i{em sido demonstrado em pacientes infectados pelo HIV
(Greenspan 1994). Mais que 80% dos individuos imunocompetentes pode
apresentar C. afbicans na orofaringe, trato gastrointestinal e vagina, ainda que em
auséncia de doenca (Sobel et al. 2001). Teoricamente, todo individuo é colonizado
por Candida em algum momento da vida (Sobel et al. 2001). A maioria das amostras
nao-albicans é composta por C. glabrata e C.fropicalis (Sobel et al. 2001). Outras
espécies patogénicas para os seres humanos sao a C.parapsilosis, C.krusei,
C.guilliermondii e, mais recentemente, C.dubliniensis (Sano et al. 2000). Em
pacientes com AIDS, a freqiéncia de infecgbes causadas por espécies
nao-albicans varia entre 14% e 35%, e as especies mais freqlientemente citadas
s&o a C.krusei, C.glabrata, C.tropicalis, C.parapsilosis e C.lusitaniae (Powderly et al.
1993; Pfaller 1996; Nguyen et al. 1996a; Rodero et al. 1997; Milan et al. 1997,
Sobel et al. 2000). Outros estudos tém reportado resultados similares; (Hazen 1995;
Nguyen et al. 1996a; Sullivan and Coleman 1997, Pfaller et al. 1998a; Pfaller et al.
1998b; Colombo et al. 1999). A freqiéncia com que espécies nao-albicans causam
doenca parece ter aumentado nos ulimos anos. Amostras nao-albicans

representavam 3,4% do total de isolados orofaringeos de pacientes infectados pelo
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HIV no fim dos anos oitenia e passaram a 16,8% nos anos noventa (Barchiesi et al.
1993). Em raras ocasides, Rhodoforula spp. pode causar septicemia e meningite,
em geral como complicacao relacionada ao uso de cateter intravascular (Anaissie e
Bodey 1989; Anaissie et al. 1994) e associadas a imunossupressao de pacientes
com cancer ou AIDS (Gyaurgieva et al. 1996; Samonis et al. 2001), recém-nascidos
e idosos (El-Tahawy € Ragga 1999).

A resisténcia a drogas antifungicas parece estar relacionada & espécie de
Candida presente (Greenspan 1994) e espécies nio-albicans apresentam maior
percentual de cepas resistentes a antifungicos que amostras de C.albicans (Pfaller
et al. 1998c). Talvez por este motivo, espécies menos prevalentes tém sido
associadas a casos de recoméncia de doenga (Willinger et al. 2000). E mais
provavel gue as mesmas cepas de C. albicans sejam mantidas ao longo do tempo e
progressivamente tornem-se menos sensiveis ao FLCZ (Dronda et al. 1996), mas a
aquisicao de novas cepas em associacdo com baixas contagens de linfécitos e
profilaxia com FLCZ também ja foi reportada (Powderly et al. 1993). O uso freqlente
de antifingicos tem gerado pressdo seletiva e esta associado & maior prevaléncia
de colonizacdo e infecg@o por espécies ndo-albicans, sobretudo C.krusei e
C.glabrata; (Millon et al. 1994; Chavanet et al. 1994; Fidel, Jr. etal. 1999). C.glabrata
pbde adquirir rapidamente resisténcia ao FCZL (Warmock et al. 1998; Fidel, Jr. et al.
1999; Rex et al. 1995; Stevens e Stevens 1996) e C. krusei parece ter resisténcia
inerente aoc FCZL, sendo frequentemente associada a infecgbes com alta taxa de
mortalidade (Nguyen et al. 1996a; Ghannoum e Rice 1899). Resisténcia a AMPH é

rara para a maioria das especies de Candida, mas parece ser mais comum entre



isolados de C. lusitaniae (Vanden Bossche et al. 1998, Ghannoum e Rice 1999). C.
parapsilosis é responsavel por grande nimero de casos de infecgdo hospitalar no
Brasil (Levin et al. 1998) e parece ter capacidade aumentada de sobreviver em
ambiente hospitalar, fato que aumenta a chance de transmissao nosocomial (Pfaller
et al. 1998b).

Antifingicos

A maior variabilidade das espécies de Candida, as.sociada ao aumento da
frequéncia de cepas resistentes aos agentes antifungicos, assumiu destaque como
problema clinico (Pfaller et al. 1998b). A identificago precisa e rapida de amostras
clinicas, com técnicas laboratoriais simples e de custo aceitavel na rotina de
microbiologia clinica, pemitindo assim a adaptac@o da terapéutica antifungica,
tormou-se ainda mais importante (Ghannoum e Rice 1999; Sobel et al. 2000). Entre
1950 e 1970, a taxa anual de mortes por candidose ficou estavel, mas tem
aumentado desde entdo em associa¢do com as varias mudangas na clinica médica,
incluindo o uso difundido de terapias imunossupressoras, uso indiscriminado de
agentes antibacterianos de largo espectro e o advento da AIDS (Ghannoum e Rice
1999).

Uma das primeiras quimioterapias antifingicas bem sucedidas foi descrita
em 1903, com o uso do iodo potassico no tratamento da esporofricose e pouco
mudou até que o primeiro poliene, a nistatina, foi introduzido em 1951 (Al-Mohsen e
Hughes 1998). Os polienes, principalmente a anfotericina B, foram a terapéutica
padrio para infecgbes fingicas até a descoberta dos azoles nos anos sessenta

(Ghannoum & Rice 1999). A resisténcia de Candida aos polienes estd restrita as
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espécies menos comuns (Martins e Rex 1996) e pode ocorrer por selegdo natural
(Fryberg et al. 1974) ou por mutacgio (Athar e Winner 1971).

As principais publicagbes sobre propriedades antifungicas dos imidazoles
s&o do final dos anos sessenta (Holt 1980). Os imidazoles, e depois os derivados
triazoles, provaram ser importantes drogas no combate as infecgbes fungicas. O
miconazol (MCZ) tem sido o antifingico de eleicdo para tratamento de candidose
durante muitos anos, 0 que pode estar associado ao aparecimento de cepas
resistentes (Metzger € Hofmann 1897; Ghannoum e Rice 1999; Costa et al. 1999;
Costa et al. 2000). O fluconazol tem sido utilizado em larga escala pela eficacia
clinica e segurancga {Ghannoum e Rice 1999). Amostras resistentes aos azoles
exibem modificacao da qualidade ou quantidade das enzimas envolvidas na
biossintese do ergosterol € hd evidéncias da associacdo entre qualidade e
guantidade de 14-a demetilase com a expressdo de resisténcia ao azole (Orozco et
al. 1998; Ghannoum e Rice 1999). Estudo em cepas isoladas da cavidade bucal de
pacientes portadores do HIV no Brasil, mostrou 18,6% de resisténcia para FLCZ e
20,4% para CTZL (Silva et al. 1999). Outro estudo mostrou niveis de resisténcia
dose/dependente de 16% das amostras para ITCZ, 13% para CTZL e 10% para
FLCZ (Milan et al. 1998).

Proteases como antifungicos

A incidéncia de infecgbes por fungos em pacientes infectados pelo HIV tem
diminuido apds a introdu¢do dos inibidores de protease do HIV (Cassone et al.

1997). Estudos in vitro sugerem que inibidores de protease do HIV podem mostrar



atividade inibitoria para Pneumocystis carinii (Atzori et al. 2001), Candida albicans
(Cassone et al. 1998) e Toxoplasma gondii (Derouin e Santillana-Hayat 2000).
Estudos em animais também indicam reducdo da viruléncia em candidose
experimental apds terapéutica com inibidores de protease (Korting et al. 1999). A
protease do HIV é da mesma classe da protease aspartato de Candida, que € um
importante fator de viruléncia da mesma (Korting et al. 1999; Hoeg! et al. 1999). A
alteracao na producao de protease de Candida também foi associada a ligagao das
proteinas do envelope do HIV a superficie da célula fangica (Gruber et al. 1998).
Candida protease tem importante participacdo nas efapas iniciais da invasao
fungica e na degradacgao da superficie epitelial (Borg e Ruchel 1988; Ray e Payne
1988).
Avaliacao da atividade antifangica

Em 1928, Fleming descobriu que o fungo Penicillium notatum secretava substéncia
com acéo inibitéria sobre estafilococos em uma placa de cultura. Este foi o primdrdio
das provas de sensibilidade a antimicrobianos por difusdo em meio sdlido, método
ainda utilizado. A diluicdo em caldo foi o primeiro procedimentio desenvolvido
especificamente para avaliar a atividade in vitro dos antimicrobianos, sendo ainda
hoje o método de referéncia (Tudela et al. 2000). Consiste de uma série de diluigbes
do farmaco em caldo de cultivo e a posterior inoculagdo do microorganismo,
incubados em temperatura pré-estabelecida. E determinada entfo a concentragio
do antimicrobiano que inibe o crescimento (NCCLS 1997). Outro sistema utiliza
reservatérios com concentragdo conhecida e constante do antimicrobiano e

colocados na placa de cultivo. A susceptibilidade do microorganismo € determinada
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pelo aparecimento de zona de inibicdo de crescimento ao redor do reservatorio
usado. Destes, o mais utilizado € o disco de papel impregnado com o farmaco em
concentracao conhecida (Sandven 1999; Odland et al. 2000; Cuenca-Estrella et al.
2001). Mais recentemente, foi langado o sistema comercial Etest® (Pfaller et al.
2001a; Chryssanthou 2001), que consiste em tliras de papel contendo
concentracdes pré-estabelecidas do agente antifungico. O MIC é determinado pela
interseccéo da hipérbole inibitdéria formada na placa de cultura com a fita do
antimicrobiano (Ishigaki et al. 2000; Pfaller et al. 2001b). A avaliacdo quantitativa do
efeito antifiungico de um medicamenio pode ser realizada por técnicas
espectofotométricas, onde a turbidez esta relacionada com a populagdo de
microrganismos presente no meio (Odds et al. 1985; Odds 1991). O sistema
Bio-Cell Tracer® (BCT, Cia. Hidan, Ltd, Chiba Japan) reaiiza analise dinamica do
crescimento celular e permite rapida avaliagéo quantitativa da atividade antifungica
(Taguchi et al. 1995; Oh et al. 1998; Ansheng et al. 1999, lida et al. 1989a; lida et al.
1999b). Consiste de placa de cultura, microscopio e analisador de imagem com
programa de computador que localiza a ponta da hifa automaticamente e monitora o
crescimento com precisdo 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 10 e 50°C (Taguchi et al. 1985; Ansheng et al. 1999). A
aplicacdo clinica deste procedimento tem sido limitada até o presente pelo elevado

custo operacional.
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PROPOSICAO

. Avaliar a diversidade na colonizacdo por Candida da cavidade bucal em

pacientes infectados pelo HIV.

. Determminar a sensibilidade aos agentes antifungicos de amostras isoladas a

partir da cavidade bucal de pacientes infectados pelo HIV.
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MATERIAL E METODOS

Grupo controle

Pacientes que ndo apresentavam lesdes bucais, nem estavam sob
terapéutica medicamentosa, foram selecionados como controle. As caracteristicas
clinicas e laboratoriais disponiveis indicavam que esies pacientes ndo eram
portadores do HiV, ainda que n&o tenham sido testados para a presenca deste virus.
Todos 0s pacientes eram da regiao de Campinas e estavam sob tratamento dentario
na UNICAMP. Do total de 30 controles, 17 eram do género masculino e 13 do
género feminino. A meédia de idade foi de 47,7+ 9,5 anos, variando de 20 a 70 anocs;

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
pelc HIV provenientes do Grupo de Pesquisa em Doengas Sexualmente
Transmissiveis e AIDS — UNICAMP, em Campinas. A presente pesquisa utilizou
pacientes que ja faziam parte de um protocolo de pesquisa multicéntrico
randomizado. Todos estavam sob terapéutica antiretroviral que incluia Zidovudina
(AZT), Lamivudine (3TC), Indinavir e eventualmente outros antiretrovirais
(Didanosine, Zaicitabine, Stavudine, Ritonavir e Saguinavir). Nem todos os
pacientes daquele protocolo participaram da presente pesquisa. No total, foram
investigados 114 pacientes, 74 do género masculino e 40 do feminino, com meédia

de idade de 35,2 + 8,2 anos variando de 20 a 70 anos. A maioria foi composta por
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leucodermas (95), sendo 9 melanodermas e 10 feodermas. O estadiamento da

infeccéo pelo HIV seguiu os critérios definidos pelo CDC em 1993 (CDC 1893),
como exposto no Anexo (pagina 72). A maioria dos pacientes foi ciassificada no
grupo C3 {41,2%), seguido pelo grupo B2 (32,4%), B3 (18,4%) e A2 (7,8%) como
pode ser visto na Tabela 1.
Amostras

As amostras de saliva foram semeadas em Agar-Sabouraud-dexirose
(Sigma, USA) com 1% de cloranfenicol (INC, Japan), em placas duplicatas e
incubadas a 37°C por 48 horas. Coldnias do cultivo priméario de cada amostra de
saliva foram isoladas e estocadas em agua destilada estéril efou tubos com
agar-Sabouraud-dextrose para posterior identificacgo e teste de susceptibilidade
antifingica. A selecdo de colbnias para posterior identificacdo baseou-se no
aspecto morfoldgico sendo, no minimo, 2. No total foram isoladas 352 amostras de
leveduras de pacientes infectados pelo HIV (média de 3 amostras por paciente). As
amostras foram submetidas as etapas de identificag@o convencional e ciassificadas
de acordo com a espécie. Para cada paciente foi selecionada apenas uma amostra
de cada espécie identificada, bem como as que apresentaram identificago
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 1,0 amostra por paciente).
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Tabela 1. Distribuigio dos 114 pacientes infectados pelo HIV e 30 controles de acordo com
as caracteristicas gerais.

HIV Controle
Género (masculino / feminino) 74/ 40 17113
Idade em anos (média + desvic-padrio) 352+8,2 47,7+ 9,5
Cor da Pele (leucodenma/ melanoderma/ feoderma) 95/9/10 20/575
Classificac@o do CDC+* (A2/B2/B3/C3) 47137120710 -

*Classificacdo segundo estagio da infeccéo pelo HIV de acordo com o CDC (CDC 1993).

Identificagdao

Meio cromogénico

O meio cromogénico (CHROMagar®, France) foi preparado segundo as
orientagbes do fabricante e distribuido em placas de Petri descartaveis estocadas a
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 a 30°C. As coldnias foram classificadas de acordo com a coloracéo (Tabela

2).

Tabela 2. Coloracido das coldnias de Candida de acordo com as espécies*

Espécies Coloracao da Colénia
C. albicans verde

C. dubliniensis verde escuro

C. stellatoidea azul esverdeado

C. tropicalis azul com halo parpura
C. krusei rosa e rugosa

C. glabrata rosa

outras especies branco ou rosa

* Como preconizado por Willinger e Manafi (Willinger e Manafi 1899).
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Formacao de fubo germinativo

Uma aigada de levedura, cultura pura de 24 horas (204 amostras), foi
adicionada ao tubo de centrifugacio contendo 0,5 mi soro de cameiro estéril (Sigma,
USA) e incubada em estufa & 37°C por cerca de 3 horas. Para visualizagao do tubo
germinativo, 19 ul da suspensao foram colocados entre 1amina e laminula de vidro e
observados & microscopia de luz (Sandven 1990).

Producao de clamidésporo/clamidioconidio

Foi utilizado o meio agar-fuba - tween 80 (Difco, USA) pH 5,6, distribuido em
placas de petri descartaveis e estocadas a temperatura de 4°C (Sandven 1990). O
agar-fuba foi recortado em quadrados de 18 mm de lado colocados sobre laminas
histolbgicas sendo cada amostra (n=204) semeada em um Unico ponto sobre a
superficie do meio e coberta por laminuta. Algod&o esterilizado embebido em soro
fisioldgico foi utilizado para manter a umidade do meio. O matenial foi incubado por 5
dias em temperatura ambiente e observado em microscopia de luz para detecgéo
da presenca de clamidosporos, pseudohifas e blastoconidias.

imunodiagnostico

As amostras (n=204) foram submetidas ao imunodiagnostico utilizando-se o
sistema Candida Check® (latron laboratories, Japan). Um mi de suspensdoc com
cerca de 3x10° células em solugdo fisioldgica foi preparada a partir de colonias
cultivadas a 30°C por 24 horas em agar dextrose-batata. Uma gota de cada
reagente e 30 pl da suspensdo de celulas fungicas foram distribuidas nos

respectivos pocos da placa, seguindo-se homogeneizacao por cerca de 10 minutos
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a temperatura ambiente. Foi realizada a leitura visual direta dos resultados, sendo o
teste considerado positivo quando da presenga da reac&o de agiutinacéo (Taguchi

et al. 1979; Coleman et al. 1993).

Teste de assimilacao de carboidratos

Os testes de assimilacdo de carboidratos foram realizados com o auxilio do
sistema ID 32C® (bioMerieux, Marcy I'Etoile, France). As amostras (n=204) foram
cultivadas por 24 horas em agar-dextrose-batata a 30°C e 1 ml de suspensao com
3x10* células em solugdo fisioldgica foi preparado. A seguir, 250 ul desta suspensio
foram diluidos em 7 mi de meio de cultura especifico fornecido pelo fabricante e 135
ul desta Gltima suspensao foram acrescentados em cada pogo da placa. As placas
foram incubadas & 30°C e avaliadas apos 24 e 48 horas (Schuffenecker et al. 1993;

Freydiere e Odds 2001). Foram considerados positivos 08 pogos que apresentaram
alteracéo de turbidez.

Avaliacdo das ubiquinonas

Isolados gue nao apresentaram indices de confiabilidade elevados no teste
de assimilagdo de carboidratos (n=16), foram avaliados quanto ao tipo de
ubiquinona presente. Nem todos os isolados n&o identificados pelos testes
anteriores foram avaliados gquanto ao tipo de ubiguinona presente. Isolados com
padroes fortemente atipicos de assimilacdo de carboidratos foram considerados
nao elegiveis para este teste. A avaliagdo das ubiquinonas foi utilizada como
recurso para confirmacdo dos testes convencionais e nd@o como meio de

identificac&o de casos dificeis. Os isolados foram pré-cultivados sob agitagao em



200 ml de caldo dextrose-batata (PDA, Difco, USA) por 48 horas a 30°C.
Ubiquinonas foram extraidas através do n-hexano apos saponificagio a 90°C, sob a
presenca de pirogolol, metanol e hidroxido de sddio por 25 minutos e purificadas por
cromatografia de camada fina de silica gel usando benzeno como solvente. Foram
em seguida identificadas por cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC) com a
associagao de sistema de solventes metanol, isopropanol e butanol na proporgéo
de 8:3:3 (Billon-Grand 1985; Billon-Grand 1987; Montrocher et al. 1989; Fukushima
et al. 1991; Fukushima et al. 1993a).

Seqiaenciamento de DNA

A extracio de DNA foi executada com o sistema GenTLE® (Takara Shuzo
Cia. Lid, Japan) como descrito previamente (Fukushima et al. 1993b). O dominio
divergente da exiremidade 5' do gene (LSU rDNA) fol amplificado com os primers
NL-1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG).
A amplificacio foi realizada durante 30 ciclos de PCR, com anelamento a 52°C,
extensdo a 72°C por 2 min e denaturagéo a 94°C por 1 min (Kurizman e Robnett
1997). O DNA amplificado foi purificado com o sistema SUPRE®-2 (Takara Shuzo
Cia. Ltd, Japan) como previamente descrito (Fukushima et al. 1993b) e os
amplicons sequenciados diretamente com o sistema Thermo Sequenase [/ Dye
terminator cycle (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) e o
sequenciador Abl PRISM® 377 (Fukushima et al. 1993b). Para a reagéo completa
de seglienciamento, foram utilizados 0s primers NL-2
(5'-CTTGTTCGCTATCGGTCTC) e NL-3 (5-GAGACCGATAGCGAACAAG), além

dos j& citados NL-1 e NL-4. Os dados de seqUenciamento de nucleotideos foram
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analisados por meic do software GENETYX-MAC 9.0 (Software Development,
Tokyo, Japan) como descrito anteriormente (Fukushima et al. 1993b). A
determinacg&o das diferencas de nucieotideos foi baseada na seqiéncia genética de
microrganismos depositada no GenBank.
Susceptibilidade antifungica

O teste de susceptibilidade para agentes antifingicos (204 amostras) foi
realizado através do método de microdiluicdo seguindo as recomendagbes do
protocolo M-27A (NCCLS 1997). Incluiu anfotericina B (AMPH) (Bristol-Myers
Squibb, UK) em concentragdes de 0,03 a 16 pg/mi, fluconazol (FLCZ) (Pfizer pharm.
Inc. Japan) em conceniragdes de 0,125 a 64 pg/mi, miconazol (MCZ) (Mochida

Pharm. Inc. Japan) em concentragbes de 0,06 a 32 ug/ml e itraconazol (ITCZ)

(Janssen-Kyowa Co., Ltda, Japan} em concentragdes de 0,015 a 8 ug/ml. O meio
RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., Sta. Louis, Mo., USA) foi dissolvido em agua
destilada, tamponado com &cido morfolinopropano sulfonico (MOPS; Sigma
Chemical Co., USA) e o pH foi ajustado para 7,0 com a solugcao 1N de NaOH. A
solucao foi autoclavada e estocada & 4°C. Solugbes de estoque com concentragao
de 12,8 mg/ml dos antifUngicos foram preparadas com dimetil sulfoxido (DMSO)
como solvente e foram diluidas em séries de 10 concentracbes em meio RPMI-1640
previamente ao uso. Meio similar ao anterior, mas sem o antifingico, foi utilizado
nos pogos de controle positivo {meio sem antifingico adicionado de suspenséo de
Candida) e no poco de controle negativo ou branco (meio puro, sem antifingico e

sem suspensdo de Candida). Cada teste foi realizado em triplicata utilizando-se



placas de 96 pogos em U estéreis e descartaveis. Culturas novas de 24h a 30°C em
meio agar dextrose-batata foram usadas na preparacéo de suspensdes de Candida
em meio RPMI-1640 e o indculo foi ajustado para concentragio final de 0,5 a 3,0 x
10° celfml. As piacas de microdiluicio foram incubadas a 30°C e a leitura dos
resuitados foi realizada apds 24h e 48h com auxilio de espelho de leitura,
considerando-se a auséncia ou presenca de crescimento visivel. MIC foi definida
como concentragdo minima para o qual havia 80% de inibicdo do crescimento em
comparacac ac controle livre de droga. Candida albicans ATCC 90028 e ATCC
90029 foram incluidas em cada lote de testes de microdiluicio como controle de
gualidade. Os pontos de corte para definicdo de isolados resistentes foram os
seguintes: AMPH > 2ug/mi; FLCZ 2 32ug/ml; ITCZ 2 2ug/ml; MCZ 2 2ug/mi.

Monitoramento automatico do crescimento de hifas

Duas amostras foram selecionadas para testar o sistema de monitoramento
automatico do crescimento de hifas Bio-cell tracer® (BCT, Cia. Hidan, Ltd, Chiba
Japan). Nao houve intencdo de testar sistematicamente as amostras deste estudo
com o sistema BCT. C. albicans ATCC 90028 e um isolado clinico (amostra 42, C.
albicans) foram cultivados e incubados sob agitacido moderada e constante a 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
solucao salina esteéril por centrifugagaoc e inoculadas em placas de cultura (35 x 10
mm, Nunc, Denmark) apbs ajuste da concentracdo para cerca 1x10° cells/ml

usando o hematocitdmetro. A superficie interna das placas de cultura foi
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previamente coberta com solugio 0,01% (p/v) de poli-L-lisina (Sigma, USA) para
permitir a ades&o das células de levedura. Um m! de suspens&o de células foi
incubado em cada placa de cultura por 1 hora em temperatura ambiente. Células
nao aderidas foram removidas por pipetagem do meio, que foi substituido por 1 ml
de RPMI-1640, suplementado com 5% soro de bezerro (Sigma, USA). A placa
padronizada de cultivo foi fixada ao microscopio, sob temperatura constante de
35°C, até que 90% das hifas houvessem crescido. Hifas em posicdo horizontal
foram selecionadas para monitoramento pelo sistema BCT e a taxa de crescimento
foi medida a cada 10 minutos. A ponta da hifa foi exibida em monitor de televisdo e
registrada em video (NEC, Japan) de acordo com metodologia descrita previamente
(Ansheng et al. 1999, lida et al. 1999a). Apos a estabilizagdo da taxa de crescimento,
o meio simples foi trocado por meio acrescido com a droga a ser testada. AMPH
(Bristol-Myers Squibb, UK) e FCLZ (Pfizer. inc. Japan) foram dissolvidos em DMSO
e empregados na prova de atividade antifingica para concentragéo de 1 pg/mi, bem

como os inibidores de protease sulfato de indinavir 1,5 ug/mi (Merck Dohme, USA) e

ritonavir 5,3 ug/mi (Abbott Comp, UK),' que foram dissolvidos em metanol. O
monitoramento foi realizado por 8 horas em média.
Analise Estatistica

Os dados foram digitados em planilha eletrénica (Excel 2000, Microsott,
USA) e analisados com em SAS® (Release 6.11, SAS Institute, USA), utrilizando-se
os testes de Qui-Quadrado e exato de Fisher (bicaudal), considerando p < 0,05

como estatisticamente significativo.
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RESULTADOS
Identificacao
A distribuicdo das espécies de leveduras identificadas entre os 114
pacientes infectados pelo HIV mostrou que 100 isolados (57,7%) eram C. albicans e
73 (42,1%) foram n&oc-albicans. Dos isolados do grupo controle, 26 (83,8% ) foram C.
albicans, como pode ser visto na tabela 3. Houve diferenca estatisticamente
significativa na distribuicdo de amostras de nao-albicans entre 0 grupo HIV+ e

controie (QQ; p=0,001). N&do houve diferenca na distribuicido de amostras de

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

TABELA 3. Distribuicdo 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) 13,2)

C. lusitaniae 9(5,2) -

C. tropicalis 8 (4,6) 1(3,2)

C. parapsilosis 8 (4,6) -

C. glabrata 5(2,8)

C. kefvr 3(1.7)

C. guilliermondii 3(Q,7) -

C. intermedia 211D -

C. norvegensis 1(0,5) -

Rhodotorula rubra 3(1,7) 1(3,2)

Candida spp. 18 (10,4) 2 (6,4)

C. albicans 100 (57.7) 26 (83.,8)

nio-albicans 73 (42,1) 5(16,1)

* Diferenca 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, ¢ resultado dos testes
convencionais nao foi claro e essas amostras em particular foram investigadas
quanto aos tipos de ubiquinona presentes e tiveram parte do material genético
seqlUenciado. Em particular os isolados de C. lusitaniae e C. kefyr, mostraram
baixos indices de confiabilidade para identificacdo pelo I1D32C® quando
comparados aos demais. Todos o0s isolados de C. lusifaniae (n = 9) foram

ubiquinona 8 {Q8), enquanto as amostras de C. infermedia (n = 2) foram Q9 e a

amostra de C. norvegensis (n = 1) foi Q7. Os isolados de C. kefyr, C. infermedia, C.
norvegensis e C. guilliermondii apresentaram diferenca de apenas um nucleotideo
na seguéncia genética, como pode ser observado na tabela 4. A avaliagido da
ubiquinona, assim comoe as diferencas de nucleotideos confirmaram a identificacéo

prévia das amostras pelo teste de assimilagdo de carboidratos.

TABELA 4. Ubiquinonas maiores e diferencas de nucleotideo em diferentes regides
LSUrDNA D1/D2.

Espécies Ubiquinonas Diferencas de GenBank, namero
maiores Nucleotideos de acesso

C. kefyr (n=3) Q6 1 U94924

C. norvegensis (n=1) Q7 1 U75730

C. lusitaniae (n=9) Qs - .

C. intermedia (n=2) Q9 0 44809

C. guilliermondii {(n=1) Q9 2 U45709

A variabilidade das espécies de leveduras identificadas acompanhou a

progresséo da doenga do HIV como mostra a tabela 5. Apesar disto, ndo houve
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diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo de C. albicans A e B e entre
C.albicans e nao-albicans. Espécies pouco fregliientes, como C. norvegensis e C.
intermédia, foram isoladas da cavidade bucal destes pacientes.

TABELA 5. Distribuic&o de espécies de leveduras no grupo HIV + de acordo com o estagio
de infeccao™

Estagio de infeccio* pelo HIV

Espécies A2 (v=12) B2 (n=51) B3(u=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
nio-albicans 6 22 9 36

*(lassificagio do CDC; ##sorotipos A ¢ B

Susceptibilidade antifingica

A tabela 6 sumariza o nivel de susceptibilidade das amostras a 4 agentes
antifingicos. Entre as amostras do grupo HIV, 28 isolados de C. albicans e 13
isolados nao-albicans mostraram resisténcia ac FLCZ (MICz 64 pg/mi). Muitos

isolados de C. albicans (60) e outros de nao-albicans (53) mostraram resisténcia ao
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ITCZ (MICz 2 ug/ml). Entre as amostras controle, 5 isolados de C. albicans

mostraram baixa susceptibilidade ao ITCZ (MICz 2 ug/ml) e 26 eram susceptiveis
ao FLCZ (MIC entre 0,12 e 8 pug/mi).

TABELA 6. Sumario das faixas de MIC(ug/mi) 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 0,12-8 0,064 0,06-8
C. albicans-B 4 0,5 0,25-0,5 0,06-0,25 0,12-0,25
C. tropicalis 1 1 4 0,5 0,25
C. krusei 1 1 64 2 0,5
Candida spp. 2 0,5 2,04 1 0,25-0,5
Rhodotorula rubra 1 1 8 32 2
Grupo HiV+ (n=173)
C. albicans-A 70 0,125-4 0,125-64 0,125-16 0,125-8
C. aibicans-B 30 0,25-2 0,25-64 0,25-8 0,25-8
C. tropicalis 8 0,5-4 4-84 2,0-8 0,58
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 0,125-1
C. parapsilosis 8 1,0-2 2,0-8 0,5-8 0,52
C. glabrata 5 0,5-4 4-32 0,54 0,54
C. lusitaniae 9 0,25-2 0,1254 0,254 0,25-8
C. guilliermondi 3 0,5-2 0,5-16 0,25-8 1,0-8
C. norvegensis 1 2 64 4 2
C. intermedia 2 02505 1,0-8 2 2
Candida spp. 18 0,254 1-64 0,25-8 0,5-8
Rhodotoruia rubra 3 0,5-2 32-64 2,08 4,0-8

AMPH = anfotericina B, FLCZ = fluconazol, MCZ = miconazol, ITCZ= iiraconazol.
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As concentragdes minimas inibitérias (MIC) para cada uma das 4 drogas

testadas podem ser vistas nas tabelas de 7A a 7D.
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TABELA 7A. Numero de amostras para cada MIC de anfotericina B - AMPH (R > 2pg/mi) 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 tropicalis 8 - 1 1 3 - 3
Candida krusei 13 - - 2 2 7 2
Candida kefyr 3 - - 1 - 2 -
Candida parapsilosis 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
Rhodotorula rubra 3 - - 1 1 1 -
Candida albicans 100 3 7 20 32 37 1
ndo - albicans 73 0 5 15 16 29 9




TABELA 7B. Numero de amostras para cada MIC de fluconazo! — FCZL (R = 32pg/ml) para 173 isolados de pacientes HIV+.

Espécies n 0125 0,26 0,5 4 8 16 32 64
Candida albicans A 70 2 1 7 6 4 8 6 27
Candida albicans B 30 1 6 3 2 4 6 5 2
Candida tropicalis 8 - - 1 2 1 1 1 2
Candida krusei 13 - - - - 2 2 3 5
Candida kefyr 3 2 1 - - - - - -
Candida parapsilosis 8 - - - 4 1 - - -
Candida glabrata 5 - - - 1 - - 4 -
Candida lusitaniae 9 1 1 - 3 - - - -
Candida guilliermondii 3 - - 1 - 1 1 - -
Candida novergensis 1 - - - - - - - 1
Candida intermedia 2 - - - - 1 - - -
Candida spp. 18 - - - 2 1 6 5 3
Rhodotorula rubra 3 - - - - - - 1 2
Candida albicans 100 3 7 10 8 8 14 11 29
nao - albicans 73 0 2 2 12 7 10 14 13
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TABELA 7C. Namero de amostras para cada MIC de miconazol - MCZ (R 2 2ug/mi) para 173 isolados de pacientes HIV+.

Espécies n 006 0125 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 parapsilosis 8 - - - 2 - 1 4 1 -
Candida glabrata 5 - - - 1 - 3 1 - -
Candida lusitaniae 9 - - 1 3 - 4 1 - -
Candida guilliermondii 3 - - 1 - - 1 - 1 -
Candida novergensis 1 - - - - - - 1 - -
Candida intermedia 2 - - - - 2 - - - -
Candida spp. 18 - - 1 2 3 3 5 4 -
Rhodotorula rubra 3 - - - - - 1 1 1 -
Candida albicans 100 0 2 10 15 7 12 25 24 5
nao - albicans 73 2 0 3 8 5 15 24 12 1

37



TABELA 7D. Nimero de amostras para cada MIC de itraconazol - ITCZ (R 2 2pg/ml) para 173 isolados de pacientes HIV+.

Espécies n 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8
Candida albicans 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 glabrata 5 - - 1 1 3 -
Candida lusitaniae g - 2 1 3 2 1 1
Candida guilliermondii 3 - - - 1 1 - 1
Candida novergensis 1 - - - - 1 - -
Candida intermedia 2 - - - - 2 - -
Candida spp. 18 - - - 1 7 8 2
Rhodotorula rubra 3 - - - - - 1 2
Candida albicans 100 1 4 15 30 13 14 33
nao - albicans 73 1 3 6 11 24 19 10
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No grupo controle, houve apenas 1 isolado de C. albicans 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 ¢ 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 antifungicos
(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 & AMPH. Os pontos de corte para resisténcia das
especies ndo-albicans ainda n&o foram estabelecidos.

No grupo HIV, o nimero de isolados de C. albicans multiTtesistentes para
FLCZ, MCZ e ITCZ (27) foi similar ao nimero de isolados resistentes a MCZ e ITCZ
(29). Entre as espécies ndo-albicans de Candida, 46,5% era multiresistente para

MCZ e ITCZ e 16,4% para FLCZ, MCZ e ITCZ (Tabela 9).
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TABELA 8. Distribuicao dos isolados do grupo HIV, resistentes (R) a pelo menos um dos
agentes antifingicos testados. FLCZ 64 = fluconazol 264 ug/mi; FLCZ 32 = fluconazol 2

32ug/ml, MCZ 2 = miconazol 22 pg/mi; ITCZ 2 = itraconazol 22 pg/mi; n = total de isolados

testados para cada espécie.

Espécies n R(%) FLCZ64 FLCZ32 WMCZ2 1TCZ2
C. albicans-A 70 48 (70,0) 27 6 47 45
C. albicans-B 30 1930 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 (66,8) 0 0 1 0
C. parapsilosis 8 7 (87.5) 0 0 6 3
C. glabrata 5 4 (80,0) 0 4 4 4
C. lusitaniae g 6 (66,6) 0 0 5 4
C. guilliermondii 3 3(100,0) 0 0 2 2
C. norvegensis 1 1 (100,0) 1 0 1 1
C. intermedia 2 2(100,0) 0 0 0 2
Candida spp. 18 17 (94,4) 2 5 12 17
Rhodotorula rubra 3 3(100,0) 3 1 3 3
C. albicans 100 68 (68,0) 29 11 66 60
nao - albicans 73 66 (90,4) 13 14 52 53
Total 173 134 (74,4) 42 25 118 113
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TABELA 9. Distrbuicio dos isolados do grupo HIV, multi-resistentes aos agentes

antifungicos testados (FLCZ+MCZ+ITCZ e MCZ+ITCZ). FLLCZ= fluconazol 264 ug/ml; MCZ

= miconazol 22 ug/ml; ITCZ = itraconazol 22 ug/mi; n = total de isolados testados para cada

espécie.
Espécies n FLCZ+MCZ+ITCZ MCZ+ITCZ
n (%) n (%}
C. albicans-A 70 27 (38,5) 15 (21.4)
C. albicans-B 30 2(6,6) 12 (40,0)
C. tropicalis 8 3 (37,5 5 (62,5)
C. krusei 13 5 (38,4) 7 (563,8)
C. kefyr 3 - -
C. parapsilosis 8 - 3 (37.,5)
C. glabrata 5 - 4 (80,0)
C. lusitaniae 9 - 2(22,2)
C. guilfiermondii 3 - 2 (686.8)
C. norvegensis 1 1{100,0) -
C. intermedia 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)
nao - albicans 73 12 (16,4) 34 (46,5)
Total 173 39 (22,5) 63 (36,4)
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Monitoramento automatico do crescimento de hifas

Através do monitoramento pelo BCT foi demonstrado efeito inibitério do
inibidor de protease ritonavir sobre o crescimento de hifas de Candida, tanto para o
isolado clinico 42, quanto para a referéncia ATCC 90028. A combinacgio de drogas
(AMPH e ritonavir) parece ter efeito sinérgico, causando inibicdo do crescimento de
hifas. Por outro lado, ndo foi observada acdo inibitéria do indinavir scbre ©

crescimento de hifas. Resultados da analise por BCT podem ser observados nos
graficos de 1 a 3.
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Grafico 1. Monitoramento pelo BCT do isolado de Candida referéncia ATCC em
presenca da combinac&o das drogas AMPH e Ritonavir.
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Gréfico 2. Monitoramento pelo BCT do isolado clinico 42 em presenca da
combinacéo das drogas AMPH e Ritonavir.
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Grafico 3. Monitoramento pelo BCT do isolade clinico 42 em presenca da

combinac¢io das drogas AMPH e Indinavir.
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DISCUSSAO
Identificacdo

O aumento da prevaléncia de espécies ndo-albicans em pacientes com
AIDS tém aumentado o interesse pela caracterizagdo da microbiota bucal e a
identificacdo das espécies é essencial para a andlise da suscepfibilidade antifungica.
O aumento do nimero de amostras resistentes a agentes antifliingicos representa
um dos mais sérios problemas da micologia médica atual.

Isolados de C. albicans foram muito mais freqlentes (83,8%) no grupo
controle que isolados nao-albicans, indicando baixa diversidade. Esta caracteristica
ja foi reportada previamente para grupos similares de pacientes (Schoofs et al,
1998; Sobel et al. 2001). Estudo em populagéo imunocompetente reportou indices
de 86% para C. albicans e de 23% para n&o-albicans, das quais 16% foram C.
glabrata e 11% foram C.tropicalis (Sobel et al. 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 corresponderam a 57,7% (n=100) dos 173 isolados. O nimero 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
metodoldgicos dificultam a comparacéo entre os mesmos (Colombo et al. 1999).
Pacientes imunossuprimidos geralmente tem altas proporgdes (70 a 80%) de C.
albicans, enquanto C. glabrata e C. tropicalis representam de 5 a 8% dos isolados
(Fidel, Jr. et al. 1999). Aumento na proporgao de infecgbes causadas por espécies
nao-albicans de Candida em imunossuprimidos também foi descrito (Hazen 1995,

Nguyen et al. 1996a; Pfaller et al. 1998b; Schoofs et al. 1998; Colombo et al. 1999).
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No presente estudo, a segunda espécie mais frequente no grupo HIV foi C.
krusei (7,5%; n=13) seguida por C. lusitaniae (5,2%, n=9). Esta freqiiéncia confima
trabalhos recentes de epidemiologia de leveduras em pacientes portadores do HIV
(Nguyen et al. 1996a; Milan et al. 1997; Sobel et al. 2000). Ainda que C. fropicalis
tenha sido descrita como a segunda e C. glabrata como a terceira espécie mais
comum em isclados da cavidade bucal de pacientes infectados pelo HiV (Fidel, Jr.
et al. 1998), outras especies podem se apresentar com alta freqliéncia (Hazen
1995; Sullivan et al. 1996, Pfaller et al. 1998b; Heelan et al. 1998; Fidel, Jr. et al.
1999). Em estudo brasileiro de pacientes com infeccao sistémica por Candida , 63%
das amostras de Candida foram ndo-albicans, sendo 25% C. parapsilosis, 24%
C.tropicalis e 5% C. rugosa (Colombo et al. 1999). Estes resultados enfatizam as
mudancas do perfil epidemiolégico das espécies de Candida em pacientes
imunossuprimidos. |

No presente estudo, 70% das amostras de C. albicans eram sorotipo A e
30% sorotipo B. O nimero de trabalhos epidemiolégicos que realizam sorotipagem
de C. albicans é relativamente pequeno, mas aumento da prevaléncia de C.
albicans sorotipo B em pacientes portadores do HIV j& foi descrito (Torssander et al.
1996). Menor viruléncia de isolados de C. albicans sorotipo B fol reportada
previamente (Poulain et al. 1983; Borg et al. 1988). O fato parece estar ligado a
menor expressao de Candida-protease e menor potencial de adesdo e invas&o do
epitélio da mucosa (Poulain et al. 1983, Borg e Ruchel 1988). Apesar disto, 0
sorotipo A de Candida albicans ainda € o mais fregliente (Poulain et al. 1983;
Williamson et al. 1987; Borg et al. 1988; Borg e Ruchel 1988; McMullan-Vogel et al.

1999). Ha escassez de estudos sobre a possivel correlacdo entre sorotipo e
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manifestacdes clinicas, viruléncia ou resisténcia antifingica.

Neste estudo, o nimero de espécies ndo-albicans de Candida no grupo HIV
foi relativamente elevado, cerca de 42%, ou 73 dentre 173 isolados. Espécies
incomuns, como C. lusitaniae, C. norvegensis e C. intermedia foram identificadas no
grupo HIV positivo. Estes resultados sdo compativeis com a informacgao recente de
literatura (Nguyen et al. 1996a; Nguyen et al. 1996b; Yokoyama et al. 2000; Schoofs
et al. 1998; Walsh e Groll 1999; Groll e Walsh 2001). Amostras de espécies
nao-albicans de Candida representavam 3,4% dos isolados orofaringeos de
pacientes HIV positivo ao fim dos anos oitenta em comparacido a 16,8% dos
isolados no inicio dos anos noventa (Barchiesi et al. 1993). Estudo recente
demonstrou cerca de 22% de espécies nao-albicans entre amostras de Candida de
pacientes brasileiros com AIDS (Milan et al. 1998). Espécies ndo-albicans de
Candida parecem ter papel relevante na etiologia da candidose neste grupo de
pacientes (Nguyen et al. 1996b; Fidel, Jr. et al. 1999; Sobel et al. 2001). Todos os
pacientes do grupo HIV estavam sob terapéutica antiretroviral, que pode ter
exercido efeito antiflingico sobre as espécies produtoras de protease e reduzido seu
potencial de viruléncia, possibilitando a emergéncia de espécies néo produtoras de
protease como a C.krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii (Ray e Payne 1988).
Este fato aumenta o interesse e a importancia da caracterizacdo acurada de
amostras de Candida da cavidade bucal.

O uso de métodos tradicionais em associacao com sistemas comerciais de
identificacdo, em especial do ID 32C®, permitiu a caracterizacdo da maioria das
amostras, o que confirma a eficacia destes métodos. Entretanto, espécies menos

comuns, como C. lusifaniae, C. kefyr, C. infermedia e C. norvegensis, geraram




duvidas em aiguns critérios de assimilagdo. A anslise de ubiquinona, um dos
importantes metodos utilizados em taxonomia (Montrocher et al. 1989), confirmou
os resultados das técnicas anteriores, reforcando sua validade. Os tipos de
ubiquinona reportados no presente estudo (8 para C. lusitaniae, Q9 para C.
intermedia, Q6 para C. kefyr, Q9 para C. guilliermondii e Q7 para C. norvegensis)
foram semelhantes aos reportados previamente na literatura (Billon-Grand 1985;
Moinar et al. 1996; Schauer e Hanschke 1999). A express&o de ubiguinonas em
espécies nao-albicans de Candida ainda & pouco conhecida, com escassos
trabalhos disponiveis na literatura (Molnar et al. 1996; Schauer e Hanschke 1999). A
emergéncia de espécies raras € mais um fator de estimulo na busca de técnicas
alterativas que auxiliem a identificac&o de amostras de leveduras.

Do mesmo modo que o teste das ubiquinonas, as técnicas moleculares
aplicadas a identificac&o de amostras de leveduras confirmaram os resultados dos
testes de assimilacdo e fermentagdo. Ainda que poucas amostras tenham sido
submetidas ao seqienciamento de nucleotideos da regido D1/D2 LSUrDNA, ndo
foram encontradas diferencas significativas na analise das amostras de C. kefyr, C.
infermedia e C. norvegensis. Ja as amostras de C. guilliermondii, mostraram duas
substituicbes, mas também confimaram a identificacdo pelos métodos
convencionais. Os resultados s&o similares aos de outros estudos (Nho et al. 1997,
Yokoyama et al. 2000; Biswas et al. 2001). Técnicas moleculares tem evoluido
rapidamente, permitindo a caracterizacdo de espécies com maior acuidade e
economia de tempo e possivelmente serdo os metodos de referéncia em futuro
proximo (Reiss et al. 1998; Yokoyama et al. 2000).

A alta freqiéncia de candidose orofaringea e esofagiana tém sido
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glabrata nos grupos A2 e B2 (n=4) guando comparados aos grupos B3 e C3 (n=1).
Esta espécie esta relacionada a resisténcia inata ao fluconazol (Ghannoum e Rice
1999; Woods 2001) e resisténcia cruzada a terbinafina (Ghannoum e Rice 1999).
Quatro isolados de C. lusifaniae foram identificados no grupo B2. C. lusifaniae
apresenta capacidade de desenvolver resisténcia a anfotericina (Nguyen et al.
19964a; Favel et al. 1997; Ghannoum e Rice 1999).
Antifangicos

A emergéncia de patégenos oportunistas resistentes a agentes antifungicos
tomou-se um importante problema clinico em medicina (Favel et al. 1899). No
presente estudo, as mostras do grupo controle apresentaram estreita variacéo de
intervaio de MIC, sendo a maioria das amostras de C. albicans (96,1%) sensiveis
aos agentes antifingicos testados (AMPH, FLCZ, ITCZ e MCZ). Estes dados sao
similares aqueles reportados pela literatura (NCCLS 1997; Pfaller et al. 1998b; Fidel,
Jr. et al. 1999; Sobel et al. 2001), ainda que o nimero de amostras tenha sido
pequeno (n=31). Estes resultados podem estar associados a auséncia de contato
prévio dos pacientes com agentes antifingicos. Por outro lado, presume-se gque a
eficacia dos medicamentos, na eventualidade de uso clinico destes antifungicos
nestes pacientes, sera satisfatdria. Neste estudo, apenas um isolado de C. albicans
apresentou resisténcia para MCZ e ITCZ. O MCZ tem sido o agente antifungico de
eleicao para tratamento de candidose & 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 al. 2000).

Por outro lado, os isolados de C. albicans do grupo HIV mostraram larga
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variagcao de intervalo de MIC para as mesmas drogas testadas. Quase todas as
amostras de C. albicans (99%) foram sensiveis a AMPH, fato ja descrito pela
literatura (Vanden Bossche et al. 1998; Ghannoum e Rice 1999). Valores similares
foram encontrados entre os sorotipos A (98,5%) e sorotipos B (100%), o que
também esta de acordo com as informacdes disponiveis na literatura para amostras
brasileiras (Tresold: et al. 1997; Levin et al. 1998; Colombo et al. 1999). Cerca de
71% das amostras de C. albicans neste estudo foram sensiveis ao FLCZ
Sensibilidade de amostras de Candida albicans ao FLCZ tem sido reportada em
niveis que variam de 80 a 100% (Kelly et al. 1996; Colombo et al. 1999),
ligeiramente superiores portanto aos valores obtidos no presente estudo. Enquanto
61,4% das amostras de C. albicans sorotipo A foram sensiveis ao FLCZ, 93,3% das
amostras de sorotipo B apresentavam a mesma caracteristica. O uso prévio de
agentes antifingicos parece aumentar a capacidade de ades&o celular dos fungos,
consequentemente aumentando o potencial patogénico destes isolados (Pereiro, Jr.
et al. 1997). FLCZ n&o costuma ser indicado como medicamento de primeira
escolha para pacientes brasileiros com candidose em func&o do alto custo e tem
sido prescrito apenas nos casos sem resposta clinica a outros medicamentos
(Colombo et al. 1999). Para MCZ e ITCZ, o percentual de amostras de C. albicans
sensiveis foi menor, variando de 40 a 60%. Estes resullados podem estar
relacionados com o uso clinico freqiiente 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 al. 1996a). No presente estudo, 29%
dos isolados de C. albicans foram resistentes ao FLCZ e a maioria foi do sorotipo A

(apenas 1 isolado de sorotipo B). Resultados similares em pacientes com AIDS ja
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foram reportados (Law et al. 1994), mas o valor de 28% foi surpreendentemente
elevado quando comparado aos 10% relatos por KELLY (Kelly et al. 1996). Estudos
prévios com isolados obtidos no Brasil a partir de pacientes HIV, também mostraram
niveis elevados de resisténcia a compostos azodlicos (acima de 15%) e
cetoconazole (acima de 13%) para Candida albicans, C. tropicalis e C. krusei (Milan
et al. 1998; Silva et al. 1999).

Entre os isolados de C. albicans, 54% foram resistentes ao MCZ
Considerando o reduzido uso clinico do fluconazol no Brasil, o mecanismo de
resisténcia pode estar associado a reagoc cruzada com outros azoles (Kelly et al.
1996; Metzger e Hofmann 1997, Silva et al. 1999). A elevada fregliéncia de casos
de candidose refrataria ao tratamento com esta droga tem reduzido o nimero de
centros médicos que a utilizam (Metzger e Hofmann 1997, Silva et al. 1999).

No presente estudo, cerca de 50% dos isolados de C. albicans
apresentaram resisténcia para o ITCZ. Resisténcia cruzada ao cetoconazol e ao
ITCZ tem sido descrita em freqliéncias que variam de 20 a 70% (Metzger e
Hofmann 1997) e o elevado percentual de cepas resistentes ac {TCZ neste estudo
pode ser conseqliéncia de resisténcia cruzada do cetoconazol ou MCZ, ambos
amplamente utilizados na clinica médica brasileira. E importante considerar este
fato durante a eleig@o da terapéutica antifingica nos casos de candidose refrataria.

A maioria dos isolados nao-albicans de Candida foi sensivel a todos os
agentes antifungicos testados, o que ja havia sido reportado em artigos similares na
literatura (Hauman et al. 1993, Pfaller et al. 1998b; Sobel et al. 2001). Das amostras
nao-afbicans do grupo controle, um isolado de C. krusei mostrou baixa sensibilidade

para FLCZ. E possivel que esta espécie apresente resisténcia inata ao FLCZ
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(Warnock 1998; Pfaller et al. 1998a; Fidel, Jr. et al. 1999). Um isolado de
Rhodotorula rubra foi classificado como dose-dependente para FLCZ.

Nos isolados do grupo HIV foi encontrada acentuada variagdo no intervaio
de MIC para FLCZ, ITCZ e MCZ, mas a maioria foi sensivel 8 AMPH, fato também
reportado por outros autores (Nguyen et al. 1896a; Kelly et al. 1996). FL.CZ tem sido
largamente utilizado em centros hospitalares intemacionais (Heelan et al. 1896;
Heelan et al. 1998; Ghannoum e Rice 1999, Tudela et al. 2000), mas ainda é de uso
relativamente restrito no Brasil (Colombo et al. 1999). No presente estudo, a maioria
dos isolados n@o-albicans foi sensivel ao FLCZ. C. krusei foi exce¢ao, com 61,5%
sendo susceptivel ao FLCZ. Em contraste, cerca de 40% dos isolados nao-albicans
foi sensivel ao MCZ. Também dentre os isolados nio-albicans de Candida, 87 5%
das C. tropicalis e 30,7% amostras de C. krusei foram sensiveis ao ITCZ, sendo a
maioria das amostras das demais espécies, sensiveis. O reduzido numero de
isolados néo-albicans sensiveis ao MCZ demonstra sua baixa efetividade na
terapéutica, apesar do mesmo ter sido muito utilizado nos Ultimos anos pelo baixo
custo (Metzger e Hofmann 1997), particularmente no Brasil (Milan et al. 1998,
Colombo et al. 1999; Silva et al. 1999; Ribeiro et al. 2001). Esta informagao enfatiza
a importancia clinica da determinacdo da espécie prevalente em casos de
candidose refrataria para a definicdo do protocolo terapéutico mais apropriado
(Metzger e Hofmann 1997; Baran, Jr. et al. 2001; Kovacicova et al. 2001). Qutra
informacao valiosa € o ajuste da dose da droga em funcéo dos valores de referéncia
do MIC para espécies ndo-albicans, que tém apresentado valores do MIC
superiores aos de referéncia para C. albicans e portanto requerem prescricao de

dose superior as doses comumente aplicadas pelo clinico.
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Dentre os isolados néo-albicans do grupo HIV, 3 amostras de C. fropicalis, 2
de C. kruseie 1 de C. glabrata foram resistentes a AMPH, o que € considerado raro,
embora existam alguns relatos prévios (Powderly et al. 1993; Nguyen et al. 19963;
Wamock et al. 1998, Prasad et al. 1999; Pfaller 2000). isolados de C. lusitaniae
resistentes tém sido reportados e esta espécie parece ter potencial inato para o
desenvolvimento de resisténcia a AMPH (Sandven et al. 1997; Favel et al. 1997,
Yoon et al. 1999; Reyes e Ghannoum 2000). No presente estudo, todos os isolados
de C. lusitaniae foram sensiveis a AMPH. Deve ser destacado que ainda n&o foram
superadas as dificuldades técnicas na elaboracio de protocolo para determinacgao
in vitro de resisténcia ao AMPH (NCCLS 1997).

O presente estudo detectou diversos isolados ndo-albicans de Candida
resistentes ao FLCZ, incluindo 5 amosiras de C. krusei, valores similares acs
reportados anteriormente na literatura internacional e brasileira (Nguyen et al.
1996a; Warnock et al. 1998, Ghannoum e Rice 1999; Silva et al. 1999; Reyes &
Ghannoum 2000; Graybill 2000). C. krusei tém sido descrita como portadora de
resisténcia inata ao FLCZ (Nguyen et al. 1996a; Nho et al. 1997; Metzger e Hofmann
1997; Graybill 2000). Apenas recentemente, C. norvegensis foi descrita como
patégeno resistente ao FLCZ {(Nho et al. 1997; Sandven et al. 1997; Becker 2000),
enguanto amostras de C. fropicalis rotineiramente o 580 (Nguyen et al. 19963,
Warmock et al. 1998; Hoegl et al. 1998b; Sobel et al. 2000; Ishigaki et al. 2000). No
presente estudo, todos os isolados de C. parapsilosis foram sensiveis ao FLCZ e 3
isolados de C. glabrata foram considerados dose-dependente (MIC=32ug/mi), 0 que

ja foi reportado por outros autores (Pfaller et al. 1998b; Colombo et al. 1899, Safdar



ef al. 2001), ainda que haja estudos discordantes (Nguyen et al. 1996a; Hoegl et al.
1998b; Fidel, Jr. et al. 1999).

Casos isolados de infecgdes causadas por Rhodotorula rubra foram
reportados apenas recentemente (Papadogeorgakis et al. 1999; Kiraz et al. 2000;
Samonis et al. 2001) e as amostras desta levedura avaliadas no presente estudo
apresentaram baixa susceptibilidade aos antifungicos testados. R. rubra é
geralmente considerada sensivel ao FLCZ e MCZ, e resistente a AMPH,
fluorocitosina, econazol e cetoconazol (El-Tahawy e Ragga 1999; Ishigaki et al.
2000). A maioria dos isolados ndo-albicans foi resistente ao MCZ, com destaque
para C. lusitaniae, com 100% das amostras resistentes. Resisténcia ao ITCZ foi
observada em niveis ligeiramente elevados para C. infermedia (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 al. 19963a; Fidel, Jr. et al. 1998,
Colombo et al. 1999; Safdar et al. 2001; Piero et al. 2001). Resisténcia aos
antifingicos em amostras de C. intermedia ainda nao foi descrita na literatura.
Dentre os isolados nao-albicans, 94,4% apresentaram multi-resisténcia ao FLCZ,
MCZ e ITCZ, enquanto 68% das amostras de C. albicans mostraram a mesma
caracteristica.

A freqiéncia aumentada de isolados ndo-albicans resistentes a antifungico
em pacientes HiV-positivo no presente estudo reforca a hipdtese de que o uso
prolongado destes medicamentos pode ser responsavel por este fendmeno clinico
(Sullivan et al. 1996; Nguyen et al. 1996a; Pfaller 1996; Pfaller et al. 1998e; Redding
et al. 2000; Sobel et al. 2001; Baran, Jr. et al. 2001}, mas resisténcia cruzada a

azoles e agdo de drogas anti-retrovirais também podem ter contribuido (Metzger e
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Hofmann 1897, Kelly et al. 1996, Cassone et al. 1999; Bektic et al. 2001; Ueta et al.
2001). A acdo destes antifiingicos parece afetar a capacidade de aderéncia de
amostras de C.albicans mas o modo como isto ocorre ainda nao foi completamente
esclarecido (Pfaller e Riley 1992; Pereiro, Jr. et al. 1997; Egusa et al. 2000, Bektic et
al. 2001) e este fator n&o foi avaliado no presente estudo.

O sistema para andlise dinGmica do crescimento das células fingicas
(Bio-Cell Tracer®) tem sido aplicado recentemente na avaliacdo da atividade
antifangica (Taguchi et al. 1985; Oh et al. 1998; Ansheng et al. 1999). Ainda que o
uso do BCT no presente estudo tenha sido apenas demonstrativo, avaliando poucas
amostiras e drogas, demonstrou a aplicabilidade do BCT na analise do efeito de
agentes antifungicos sobre isolados de Candida. O possivel efeito anti-Candida dos
inibidores de protease HIV ainda causa controvérsias, mas ja& foi demonstrado
através de outras metodologias (Korting et al. 1999; Diz et al. 1999, Derouin and
Santillana-Hayat 2000). Em nosso conhecimento, esta € a primeira descri¢do da
atividade anfifungica de inibidor de protease avaliada com o uso do BCT. Uma das
vantagens desta metodologia é a rapidez da avaliacdo quantitativa da atividade
antifingica quando comparada a metodologia padréo (Taguchi et al. 1995; Oh et al.

1998; Ansheng et al. 1999).

T
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CONCLUSOES

Houve maior diversidade de espécies de Candida entre amostras do grupo

HIV que entre amostras do grupo controle.

Houve reducdo da sensibilidade aos agentes antifingicos testados nos

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

Candida.

Houve elevado nimero de cepas multi-resistenties para as drogas testadas

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

Espécies pouco freqientes de Candida foram isoladas no grupo HIV e

apresentaram menor susceptibilidade aos antifungicos testados.
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ANEXO

Classificac@o de pacientes infectados pelo HIV, segundo Sistema Revisado de
Classificag@o do CDC de 1983 (CDC 1993):

O Sistema revisado destaca a importancia dos esiudos de linfécitos CD,4 na
avaliacio clinica das pessoas infectadas pelo virus HiV. Baseia-se em trés faixas de
contagens de CD,e trés categorias clinicas, que ddo origem a uma matriz de nove
categorias exclusivas.

Categoria Clinica

Categoria de celulas CDa4
1. > 500mms

2. 200-499/mm;

3. < 200/ mm;

Categoria clinica A

Infeccéo assintomatica por HIV.

Linfadenopatia generalizada persisiente

Doenca aguda pimaria por HIV

Categoria clinica B

Sintomaticos, excluindo os transtornos relatados em A ou C.

Os exemplos incluem, entre outros:

Angiomatose Bacilar, Candidose vulvovaginal persistente > um més com pouca
resposta ao tratamento, Candidose orofaringea, Displasia cervical grave ou
Carcinoma in situ, sintomas constitucionais.

Categoria clinica C

Candidose: esOfago, traguéia e bronguios

Coccidioidomicose extrapulmonar

Cancer cervical invasivo

Criptococose extrapulmonar

Criptosporidiose cronica intestinal (> més)

Retinite por CMV, ou CMV em lugares diferentes do figado, bago e ganglios
Encefalopatia por HIV

Herpes simples com ulcera mucocuténea > um més, brongquite cronica, pneumonia
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Histoplasmose: disseminada e extrapulmonar
Isosporiase cronica > um més

Sarkoma de Kaposi

Linfoma de Burkitt, imunoblastico, cerebral primario
M. avium ou M. kansaif extrapulmonar

Pneumonia por Pneumocystis carinii
Leucoencefalopatia multifocal progressiva
Bacteremia recorrente por Salmonella
Toxoplasmose cerebral

Sindrome consumptiva devido ac HIV

T4



