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RESUMO

ESTUDO CLINICO E MICROBIOLOGICO DE LEVEDURAS
ISOLADAS DE PACIENTES COM AIDS E CANDIDIASE ORAL

OBJETIVO: Avaliar os aspectos clinicos, demograficos e microbiolégicos de 59
pacientes com AIDS e candidiase oral. Comparar a sensibilidade diagndstica entre
dois métodos de coleta de material da cavidade oral. Avaliar o perfil de
suscetibilidade in vitro dos isolados, frente a diferentes drogas antifingicas.
MATERIAL E METODOS: Foram incluidos pacientes dos Servigos de
Infectologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana e Hospital
Oswaldo Cruz, Secretaria de Saude do Estado do Parana, de fevereiro de 1997 a
junho de 1998. Critérios de inclusdo: diagnéstico de AIDS, categoria clinica C,
maiores de 18 anos, com presenca de candidiase pseudomembanosa. Apds avaliagdo
clinica da cavidade oral, coleta de material para diagndstico microbioldgico através
do método de bochecho e do swab. Exame micologico direto corado e cultivo em
Agar Sabouraud dextrose e CHROMagar® Candida. Identificagio microbiolégica
das leveduras através da analise da micromorfologia e perfil bioquimico pelo
Sistema de Identificagdo de Leveduras API 20C AUX® (BioMerrieux). Analise do
perfil de suscetibilidade aos agentes antifungicos (fluconazol, itraconazol,
cetoconazol e anfotericina B) dos isolados por método da microdiluigdo em caldo,
de acordo com as normas de padronizagdo do NCCLS, 1995.

RESULTADOS: Foram avaliados 59 pacientes com AIDS e candidiase oral, 44
masculinos e 15 femininos, com média de idade de 34 (22-49 anos). Todos os
pacientes eram procedentes de Curitiba e Regido Metropolitana, apresentando
numero de linfocitos T CD4<200/mm3, sendo que em 61% dos casos, a quantidade
era menor que 50/mm3. No se observaram diferencas significativas em relagdo a
sensibilidade dos métodos de coleta do material orofaringeano em relagdo a
demonstracdo do agente etiologico a0 exame micoldgico direto. J4 o tempo para
processamento do material coletado por bochecho foi maior que o coletado por
swab. Foram isolados 60 amostras de leveduras do género Candida, 59
identificadas como Candida albicans apenas e uma associada a C. ( T.) glabrata.
Todas as amostras de Candida mostraram-se sensiveis aos antifingicos testados.
CONCLUSOES: O método tradicional (swab) para diagndstico microbioldgico de
candidiase orofarigeana, oferece vantagens sobre a técnica do bochecho, proposta
por alguns autores. O emprego de CHROMagar® Candida pode ser uma boa
alternativa para identificag@o de espécies de Candida, entretanto um niimero maior
de Candida ndo albicans deve ser analisado. A sensibilidade das amostras isoladas
frente aos antifungicos, parece néo ter sido afetada, mesmo em pacientes que usaram
antifungicos prévios como fluconazol e cetoconazol.

X1



ABSTRACT

CLINICAL AND MICROBIOLOGICAL STUDY OF YEASTS ISOLATED
FROM PATIENTS WITH AIDS AND ORAL CANDIDIASIS

OBJECTIVE: To evaluate clinical, demographic and microbiological aspects
of 59 patients with AIDS and oral candidiasis. To compare the diagnostical
sensibility between two different methods for recovering material from oral
cavity. To evaluate the isolates in vitro susceptibility to different antifungals.
MATERIALS AND METHODS: Patients from both Infectology Service,
Clinical Hospital - Federal University of Parana, and Oswaldo Cuz Hospital,
Health Secretary- State of Parana, were included, from February 1997 to June
1998. Inclusion criteria were: AIDS diagnostic, clinical category C, above 18
years, and presence of pseudomembranous candidiasis. After a clinical
“evaluation of oral cavity, material was obtained to microbiological diagnostic
through two parallel methods: oral rinses and swabs. Direct micologic stain
was examinated and cultured in both Sabouraud dextrose agar and
CHROMagar®Candida. Yeasts were identificated by micromorfology
analyses and biochemical pattern through API20C AUX® (BioMerrieux).
Susceptibility pattern of isolates to antifungals (fluconazole, itraconazole,
ketoconazole, and amphotericin B) was analyzed through the broth
microdilution method, developed by the NCCLS, 1995.

RESULTS : We analyzed 59 patients with AIDS and oral candidiasis, 44
male and 15 female, mean age 34 (22-49) years. All patients, proceeding from
Curitiba and region, presented limphocyte T CD4+ counts <200/mm3; in 61%
of cases <50/mm3. There were no significant differences between the
sensibility of the two collecting methods, oral rinses and swab, in demonstrate
the etiological agent on direct microscopy. Oral rinses processing of samples
demonstrated to be less rapid than swabs. We isolated 60 yeast samples, 59
identified as Candida albicans alone, and one was associated with C. (T.)
glabrata. All Candida samples were susceptible to all antifungals tested.
CONCLUSIONS: The traditional swab method demonstrated to be more
useful than oral rinses for the microbiological diagnostic of oral candidiasis as
suggested by some authors. The selective medium CHROMagar® Candida,
was a good choice for Candida species identification, otherwise it should be
analyzed a greater number of Candida non albicans samples. Antifungal
susceptibility was not affected by previous antifungal utilization, as
fluconazole and ketoconazole.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Homeostasia da cavidade oral

A colonizégéo microbiana do recém-nascido comega imediatamente
ap6s o nascimento; a crianga € colonizada pela microbiota derivada do trato
genital materno e a seguir por outros contatos humanos e objetos inanimados,
incluindo microrganismos tais como corinebactérias, lactobacilos, coliformes,
micrococos, estreptococos, anaerdbios facultativos, cocos anaerdbios,
protozoarios, leveduras e algumas vezes virus (MACKOWIAK,1982; PARK &
YAACOB,1994). ’

A cavidade oral do recém-nascido é considerada estéril até pelo
menos a primeira respiracao, seguida por um rapido aumento de microrganismos
dentro de oito horas. Enquanto o individuo se desenvolve, a microbiota oral se
modifica quantitativa e qualitativamente e aos trés meses existe uma microbiota
-residente identificavel, sofrendo sua maior modificagdo aos seis meses da
denticdo decidua. Isto propicia oportunidade para o estabelecimento e
crescimento de microrganismos mais adaptados a esse nicho, pertencentes aos
géneros: Streptococcus, Peptostreptococcus, Stomatococcus, Enterococcus,
Lactobacillus, Actinomyces, Arachnia, Rothia, Propionibacterium, Bacterionema,
Eubacterium, Bifidobacterium, Neisseria, Veillonella, Actinobacillus, Haemophillus,
Eikenella, Bacteroides, Fusobacterium, Leptotrichia, Wolinella, Capnocytophaga,
Selenomonas, Campylobacter, Treponema e Candida. Quando a erup¢ao dentaria
se completa, o numero de microrganismos na cavidade oral alcanga seu
crescimento exponencial, atingindo cerca de 300 espécies (PARK & YAACOB,
1994; SOCRANSKY & MANGANIELLO, 1971).

A longevidade da denticdo humana acompanha a duragao da vida; se,
contudo, os dentes sdo perdidos em decorréncia de caries, doenga periodontal ou
trauma, a composigdo da microbiota € revertida aquela existente antes da
emergéncia da denticdo decidua. A reposi¢gao da perda dentaria por proteses
estimula a reemergéncia de microrganismos residentes de superficie, tais como,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, junto com lactobacilos e leveduras.

A cavidade oral constitui, pois, ambiente ideal para o crescimento e manutengéo



de microrganismos, que requerem calor, umidade e suprimento continuo de
nutrientes, provenientes da passagem de alimentos, saliva e fluido gengival. Por
outro lado, o numero de microrganismos residentes €& controlado atravéé da
secre¢cdo de fatores antimicrobianos salivares, competicdo por nutrientes,
exfoliagdo das células epiteliais e degluticdo da saliva, que promovem a sua
remogao e a limitacdo da sua taxa de crescimento. O homem encontra-se em
constante associagdo e adaptagdo com essa complexa microbiota, constituida
basicamente por bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos do género
Candida. O equilibrio dessa associagao € determinado por multiplos fatores,
como: secrec¢ao salivar, potencial de Oxido-redugdo, nutricao e metabolismo
microbiano, higiene oral, doencas sistémicas, tabagismo, dieta, interagdes
micorbianas, doengas dentarias e orais, fatores genéticos e raciais, condigbes
hormonais, aspectos anatémicos, drogas e agentes antimicrobianos, adeséao
microbiana e tratamento dentario (PARK & YAACOB, 1994).

A microbiota normal forma uma camada densa de bactérias, cobrindo
o epitélio mucoso e formando uma barreira fisica entre mucosa e leveduras, que
interfere com o processo de adesao desses microrganismos as células epiteliais
(GHANNOUM, 1988). BALISH & PHILLIPS, 1966, relatam a importancia da
microbiota normal, para a prote¢ao contra infecg;éo} por Candida, indicando que a
competicdo entre os microrganismos favorece a homeostasia da cavidade oral.

A saliva na cavidade oral € uma mistura de secre¢des das glandulas
parétidas, submandibulares, sublinguais e outras glandulas menores que se
localizam nas mucosas jugal e palatina (ERICSON & MAKINEN, 1988; PARK &
YAACOB, 1994). A saliva forma fina camada de liquido, com espessura normal de
1 a 10um, sobre diferentes superficies, de modo que sua quantidade na cavidade
oral, em qualquer ocasiao, € de aproximadamente 0,5mL. O pH normal da saliva,
em adultos varia de 6,2 a 7,4. Seus principais eletrdlitos sao: fluor, iodo, potassio,
sodio, cloro, fosfato inorganico, bicarbonato, calcio, magnesio e ion tiocianeto
(ERICSON &.MAKINEN, 1988). Os principais constituintes organicos sao as
proteinas, cuja concentragao varia de 0,1 a 0,2%, sendo importantes na formagéo

de pelicula, aderéncia bacteriana e equilibrio i6nico ao nivel da superficie dentaria



(ERICSON & MAKINEN, 1988; PARK & YAACOB, 1994). Todas as enfermidades
ou medicagdes que reduzem a circulagdo periférica, mudam o equilibrio hidrico,
interferem no metabolismd basal ou nas fungdes neurorreceptoras, provo.cam
diminuigdo do fluxo e alteragdo da composi¢ao salivar. A saliva desempenha as
fungbes de lubrificagdo e manutengéo das condigdes fisiologicas dos tecidos orais,
sistema tamp&o, remineralizagdo, ativagado enzimatica, manutencao da
estabilidade enzimatica e de defesa através dos seus varios sistemas
antimicrobianos (CHALLACOMBE, 1994; ERICSON & MAKINEN, 1988). A
importancia da saliva na prote¢ao contra a candidiase oral pode ser deduzida pela
elevada freqiiéncia de candidiase em pacientes com sindrome de Sj6égreen
(CHALLACOMBE, 1994).

Entre os fatores antimicrobianos salivares, atribui-se grande
relevancia as histatinas, secretadas pelas glandulas parétidas e submandibulares
(OPPENHEIM et alii, 1988). As histatinas sao polipeptidios ricos em histidina
(HRP), capazes de destruir blastoconidios e de inibir a germinagao das leveduras,
exercendo, portanto, acao fungicida e fungistatica, além de atividade
antibacteriana (OPPENHEIM et alii, 1988; XU et alii, 1990). A destruicdo dos
blastoconidios esta relacionada a perda de potassio e de outros ions essenciais
da célula, sugerindo que esses polipeptidios alteram a permeabilidade da
membrana celular. As histatinas também promovem outros eventos intracelulares,
essenciais, como a ribosilacdo do ADP ou alteragao da expressao de genes, que
resuitam na morte celular. A inibicdo da germinagédo de blastoconidios requer a
adesdo das histatinas a membrana celular, seguida pela sua internalizagao,
formando complexos de histatinas associados a proteinas ligantes citosélicas e
nucleares que agem como fatores que inibem a expressao do gene envolvido no
dimorfismo da forma leveduriforme para a forma micelial de Candida albicans (XU
et alii, 1990).

A agéao proteolitica da saliva pode levar a degradagao das histatinas
na cavidade oral. A alta atividade proteolitica oral esta claramente relacionada ao
aumento do acumulo de placa e a ocorréncia concomitante de gengivite, freqliente

em pacientes imunossuprimidos. Adicionalmente, a presenga de infiltrado



inflamatorio ou lesdes destrutivas das células glandulares podem contribuir para a
modificacdo da concentragao dessas proteinas. A presenga constante de
histatinas na cavidade oral permite a prevengcdo da infec¢do flingica, éendo
considerada a primeira linha de defesa contra a candidiase oral. A redugao
transitoria dos niveis de histatinas na cavidade oral correlaciona-se com o inicio de
um episddio de candidiase (XU et alii, 1991). Outros fatores antimicrobianos
inespecificos incluem lisozima, lactoperoxidase, calprotectina e lactoferrina
(STEINBAKK et alii, 1990; MULLER et alii, 1993; CHALLACOMBE; 1994).

A protegédo imunoldgica das mucosas é mediada em grande parte
pela imunoglobulina A (IgA), que inibe a aderéncia e penetracdo de
microrganismos, inclusive de C. albicans, as células epiteliais da mucosa
(VUDHICHAMNONG, WALKER, RYLEY, 1982).

O epitélio da cavidade oral contém todos os 'elementos celulares
para suporte e manutengéo de resposta imune efetiva. Uma populagao de células
reside subjacente a camada de células epiteliais em uma colecdo de tecido
conectivo frouxo conhecido como lamina propria: linfécitos, eosindfilos,
granulécitos, macréfagos e células plasmaticas. Uma segunda populagdo de
células linféides reside entre as células epiteliais composta por células de
Langerhans e linfocitos T com marcadores CD4 e CD8 positivos em numero
aproximadamente igual. A apresentacdo do antigeno pode ocorrer através das
células de Langerhans no epitélio, ou se o antigeno penetra no tecido conectivo,
através das células da linhagem macrofagica. Os linfécitos intraepiteliais mostram
funcado de citotoxicidade mediada por célula espontinea, citotoxicidade celular
dependente de anticorpo e citotoxicidade celular induzida por mitégeno.
(CHALLACOMBE, 1994; MC NABB & TOMASI, 1981).

A resposta imune celular a um fungo requer uma célula
apresentadora de antigeno, em geral um fagdcito mononuclear, que proéessa e
apresenta o antigeno fungico ao linfécito T com marcador CD4. Linfécitos
epecificos que expressam receptores para os antigenos sao gerados, e liberam

citocinas como Interferon gama (IFN-) e interleucina 2 (IL-2), que ativam as células



efetoras (fagdcito mononuclear ou polimorfonuclear) que ira fagocitar e destruir o
fungo (LEVITZ, 1992 ; LOURIA & BRAYTON, 1964 ).

1.2. Candidiase oral .

A candidiase oral foi reconhecida como entidade clinica desde o
tempo de HIPOCRATES, que a descreveu em associagdo com uma doenga
subjacente grave no século IV A.C. (LYNCH, 1994). Em 1846, Berg foi o primeiro
investigador a adequadamente descrever a relagao entre Candida albicans e
candidiase oral (LYNCH, 1994). Em 1923, Berkout propdée o nome Candida do
latim “toga candida” que se referia a roupa branca usada pelos candidatos ao
senado romano e albicans do latim “al bicare” que significa “branquear‘. O termo
moniliase € incorreto e desde 1982, foi excluido pela Sociedade Americana de
.Microbiologia através do /ndex Medicus. O género Monilia nao se relaciona a
doenga, sendo considerado um fungo contaminante do ar (LYNCH, 1994; ODDS,
1988).

Entre os fungos, Candida € o género predominante na microbiota da
cavidade oral (PARK & YAACOB, 1994), sendo eventual o isolamento de outras
leveduras, como Trichosporon (CANDIDO, AZEVEDO, ITO, 1995). A prevaléncia
de colonizagdo da cavidade oral por leveduras em individuos normais & muito
variavel na literatura. indices de 5 a 60%, com média em torno de 40%, tém sido
relatados (CANDIDO, AZEVEDO, ITO, 1995, CHALLACOMBE, 1994; LYNCH,
1994; MEUNIER, 1989; SAMARANAYAKE, 1992). C. albicans & a espécie mais
prevalente (DATRY, 1992; LYNCH, 1994); mas outras sado referidas,
ocasionalmente, na cavidade oral (ROSEFF & SUGAR, 1993). Além de C.
albicans, responsavel por 95% dos isolamentos (DATRY, 1992), pode-se
recuperar em lesées orais de pacientes com e sem AIDS: C. ftropicalis, C. krusei,
C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. (Torulopsis) glabrata (CANDIDO, AZEVEDO,
ITO, 1995; DATRY, 1992; PARK & YAACOB, 1994). As leveduras colonizam
preferencialmente, a lingua, seguida pelo palato e mucosa jugal (ARENDORF &
WALKER, 1980). Caso haja ruptura do equilibrio local, ou ainda disfungio

hormonal ou do sistema imune, o individuo passa do estado de portador (forma



comensal) a doente (forma patogena) (LYNCH, 1994; PARK & YAACOB, 1994).
Segundo ODDS (1988), infecgées, disfuncées enddcrinas, imunodeficiéncias,
neoplasias, extremos de faixa etaria, gestacao, dietas ricas em carboidratos e
hipovitaminicas, uso de proteses dentarias, administragdo de contraceptivos,
corticosterdides, antibioticos e agentes imunossupressores seriam 0s principais
fatores relacionados com candidiase. Alguns autores admitem que a candidiase, a
principio, ndo coloca em risco a vida do doente; no entanto serve como marcador
clinico para disfun¢bes subjacentes (LYNCH, 1994).

A candidiase oral pode assumir uma variedade de formas clinicas,
dentre as mais comumente, utilizada divide as lesdes clinicas em trés categorias:
aguda, crénica e mucocutdnea. A candidiase aguda ¢é subdividida em
pseudomembranosa e forma atrofica. Candidiase crénica inclui as variantes
atréficas e hiperplasicas. Candidiése mucocutanea, pode ser localizada, familial
ou relacionado a sindrome.

A candidiase pseudomembranosa aguda constitui, por exceléncia, a
apresentagao classica, onde sao observadas placas esbranquicadas, que, ao
serem removidas, expbem area eritematosa e, por vezes, sangrante. A forma
atrofica aguda caracteriza-se pela presenga de eritema e dor em queimacao, ao
passo que a candidiase atréfica cronica, apresenta-se sob a forma de mucosite
eritematosa, algumas vezes assintomatica, em individuos portadores de prétese
dentaria. A queilite angular associa-se freqiientemente a essa forma clinica. A
variante hiperplasica crénica esta relacionada com o tabagismo e néao raro é
acompanhada por atipia epitelial ou degeneracao maligna do tecido. A candidiase
mucocutanea, forma exuberante, marcada pela presenca de lesées multifocais,

associa-se com alguma forma de imunodeficiéncia celular (LYNCH, 1994).

1.3. Situacgao atual da AIDS

Desde que foram descritos os primeiros casos de AIDS em 1981, a
infeccao por HIV tem aumentado a niveis de pandemia, alcangando distribuicao
mundial. Atualmente, esta doenga € uma das principais causas de morte entre

homens e mulheres com menos de 45 anos de idade e de criangas com menos de



cinc’o anos, em paises desenvolvidos. A epidemia disseminou-se para areas
geograficas anteriormente poupadas, como os paises do sul e sudeste da Asia e
infiltrou-se em zonas rurais e regiées mais carentes do mundo. Na evolucdo desta
pandemia, até julho de 1991, havia 371.082 casos de AIDS comunicados a OMS,
para uma estimativa real de 1.000.000 de adultos e 500.000 criangas doentes. Em
meados de 1995, o numero de notificagbes era de aproximadamente 800.000
casos com estimativa real de 4.500.000 casos de AIDS entre adultos e criangas.
(WHO-AIDS, 1993). Nos EUA, estima-se haver, hoje, 500.000 casos de AIDS,
tendo sido relatados 10% deles entre 1981-1987, 41% entre 1988-1992 e 49%
entre 1993 e 1995. Os homossexuais e bissexuais permanecem como a maior
populacdo de infectados pelo HIV e ja se observa tendéncia estacionaria na
incidéncia de casos nesses grupos. A taxa de usuarios de drogas injetaveis ilicitas
que se tornam infectados € crescente, tendo aumentado de 17% entre 1981 e
1987, para 27% entre 1993-1995, tendo como conseqiiéncia um aumento de
casos ha populacao heterossexual envolvida na pandemia, que também aumentou
de 3% para 10% (CDC-AIDS,1995). Na Europa, Australia e Nova Zelandia, tem
havido redu¢ao do numero de casos entre homossexuais e bissexuais, com
aumento da transmissao heterossexual, principalmente pela alta taxa de infecgao
entre os usuarios de drogas injetaveis ilicitas que mantém relagbes sexuais com
pessoas nao usuarias de drogas (VVHO- AIDS,1993).

Na Africa na regido sub-sahariana, se concentram aproximadamente
dois ter¢os dos casos de AIDS do mundo. Algumas regides apresentam até um
terco da populagao sexualmente ativa infectada pelo HIV, havendo um marcante
aumento do numero de infectados entre gestantes, homens portadores de DST e
prostitutas. Entre estas ultimas a incidéncia pode chegar a mais de 80% (WHO-
AIDS,1993) e a soro-prevaléncia em mulheres HIV+ varia de 5 a 35% com as
maiores taxas em Blantyre, Kampala, Lusaka, Kinshasa e Abidjan. Sendo a AIDS
a causa mais importante de O6bito entre adultos em Abidjan, Kinshasé e
comunidades rurais em Uganda e Tanzéania (QUINN,1996).

Na Asia, ha grande aumento no registro de casos de infeccdo pelo

HIV, sobretudo nas regiées sul e sudeste. A disseminagao, inicialmente, deu-se a



partir dos usuarios de drogas injetaveis ilicitas, principalmente na Tailandia,
Miamar, nordeste da india e Malasia. Logo, a transmiss&o heterossexual passou a
ser a principal forma de disseminag¢do, sobretudo entre as prostitutas (VVHO-
AIDS,1993).

Na América Latina e Caribe as vias de transmissdo sdo muito
variadas. O homossexualismo, e bissexualismo tém sido o principal modo de
transmissdo com aumento progressivo de casos em heterossexuais € usuarios de
drogas injetaveis ilicitas. O numero de mulheres infectadas aumenta
substancialmente e declina a predominancia do sexo masculino entre os casos de
infectados pelo HIV.

No Brasil, a AIDS foi introduzida tao precocemente quanto nos EUA.
Até 03 de junho de 2000, foram notificados pelo Ministério da Saude 190.949
casos de AIDS, entre criangas e adultos. Desses 6.750 s&o criangas, 139.502 séo
adultos do sexo masculino e 4.697 do sexo feminino (BRASIL, 2000). A unidade
federada com maior numero de casos €& Sao Paulo, com 91.319 casos
acumulados desde o inicio da epidemia, sendo que o Parana apresenta 7.607
casos de AIDS acumulados, com 3.578 casos em Curitiba, 733 casos em Londrina
e o restante em localidades como Paranaguda, Ponta Grossa e Foz do Iguacgu.
Paranagua apresenta coeficiente de incidéncia de 278,3 por 100.000 habitantes,
superando Curitiba com 236,9 por 100.000 habitantes. A incidéncia dos casos de
AIDS que para o ano de 1986 era de 0,9% casos para cada 100.000 habitantes,
passou para 11,6 por 100.000 habitantes em 1996 (BRASIL,2000).

A doenca comegou entre homens homossexuais e bissexuais, em
grandes metropoles no Sudeste do Brasil e disseminou para outros grupos de
risco como os usuarios de drogas ilicitas e receptores de produtos de sangue. A
doencga alcangou rapido incremento entre 87-89 e 90-92, mas mostrou um plateau,
particularmente no grupo homossexual e bissexual. A incidéncia entre
heterossexuais e em pequenos municipios (<50.000 habitantes) tem continuado a
aumentar indicando uma tendéncia da epidemia.

O primeiro caso de AIDS em mulheres foi diagnosticado em 1983.

Hoje sé&o 47.949 (25,11%) casos de AIDS do sexo feminino, e o seu aumento



caracteriza-se como uma das principais tendéncias atuais da epidemia no pais,
denominado de feminizacao da epidemia, acompanhado por um numero cada
maior.de criangas atingidas. Em 1983, a razao de casos entre homens e niulheres
que era de 17:1, passou para 2:1 em 1997. O grupo etario mais acometido pela
AIDS ¢é o de 20 a 44 anos, com 80,8% do total de casos. A incidéncia entre casos
de transmissdo heterossexual, que era de 4 em 1989 e 1990, passou para 24,7%
em 2000, mostrando grande aumento nesta forma de transmissao. Os usuarios de
drogas injetaveis ilicitas também apresentam tendéncia de crescimento, com
incidéncia de 5% em 1986, para 26% em 1991, porém com diminui¢do para 16%
em 1997. A transmissdao por sangue e hemoderivados mostra tendéncia
decrescente, de 7,2% em 1989, para 1,1% em 2000 (BRASIL, 2000).
Considerando-se o nivel de escolaridade como um indicador da situagao sécio-
econdmica os dados revelam um perfii de empobrecimento crescente,
concomitante com a mudanc¢a do perfil de transmissao.

O documento divuigado pelo programa das Nagdes Unidas para
HIV/AIDS (UNAIDS) em novembro de 1998 (LONDRES - Reino Unido), afirma que
0s niveis de infecgao projetados em 1997 podem ter sido subestimados, havendo
3,4 milhdes de pessoas no mundo inteiro com HIV, nimero 19% maior que o
projetado um ano antes. Ainda de acordo com o0 mesmo, 11 homens, mulheres ou
criangas foram infectados por minuto durante o ano de 1998, totalizando 5,8
milhées de pessoas. Dez por cento dessas novas infec¢cbes ocorreram em
criangas menores de 1 anos de idade, a maioria delas através de transmissao
vertical, sendo que 50 das novas infec¢cbes acometeram jovens de 1 a 2 anos de
idade. Somente neste ultimo ano, 2,5 milhdes de mortes foram atribuidas a AIDS,
totalizando 1,9 milhées de mortes desde o inicio da epidemia (UNAIDS).

Estudos epidemiologicos apontam para uma tendéncia a
interiorizagao, pauperizagao, juvenilizagao e feminizacao da epidemia da AIDS no
Brasil com o surgimento de casos de AIDS em municipios situados em regiées de
fronteira ou em cidades consideradas corredores para o trafico de drogas e o
surgimento dos casos de AIDS em populagdes jovens do sexo feminino com nivel

sécio- econdmico baixo. Uma das caracteristicas recentes da epidemia tem sido o



aumento progressivo dos casos de AIDS em mulheres, cerca de 44.697 casos de
AIDS em mulheres ja foram notificados a CN-DST/AIDS (33,56% do total
acumulado de casos), sendo que 83% desses casos foram notificados emv1993 a
3 de junho de 2000, atingindo uma taxa de 6,7 casos por 100.000 mulheres em
1996, e apresentando uma tendéncia de crescimento de 0,7 casos por 100.000
mulheres por ano entre 1993 e 1996, uma das consequéncias diretas dessa maior
participacao feminina é o progressivo aumento da transmissao vertical. A primeira
ocorréncia de transmissao perinatal, foi em 1985, dai até 3 de junho de 2000,
foram notificados 5409 casos a partir dessa forma de transmissao.(BRASIL, 2000).

Curitiba apresentou um total acumulado de 3.578 casos de AIDS no
periodo de 1980 a 2000, correspondendo a 1,9 % do total de 190.949 casos no
Brasil, representando uma incidéncia de 236,9 por 100.000 habitantes (BRASIL,
2000).

Vale ressaltar a tendéncia de diminuigdo dos 6bitos por AIDS no
. Brasil, coincidindo com a adogao da terapia medicamentosa com anti-retrovirais,
sendo a AIDS a 4.2 causa principal de 6bito no grupo etario de 20 a 49 anos de
idade, tanto em homens quanto em mulheres (BRASIL, 2000).

As proje¢cées da OMS estimam que no inicio do século XXi, havera
um total acumulado de 40 milhées de pessoas infectadas, encontrando-se 90%

delas nos paises em desenvolvimento (QUINN, 1996).

1.4. Candidiase oral e AIDS

Candida é o patégeno fungico mais comumente isolado em
hospedeiro imunocomprometido. A associacdo de candidiase oral e AIDS é
mencionada no primeiro relato de AIDS em 1981 por GOTTLIEB e desde entao
inimeros estudos tém confirmado este achado. A candidiase oral é a infecgéo
oportunista mais frequiente, podendo chegar a 90% dos casos no paciente com
AIDS e indicativa de rapida progressdo da doenga (DATRY, 1992; KORTING,
1989; MEUNIER, 1989), porém restrita ao trato digestivo alto (DATRY, 1992;
COLOMBO et alii, 1996).
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A candidiase disseminada hematogenicamente ou invasiva é rara no
HIV+ e quando isto ocorre pode estar relacionado com a presenga de neutropenia
e/ou cateteres intravenosos, ao contrario do que ocorre em outras formas de
imunossupressao (transplantados, pos-quimioterapia, neoplasia, pos-
antibioticoterapia) (MEUNIER, 1989).

A presenga de candidiase orofaringea ou esofagica € bom marcador
de AIDS (LAROCHE et alii, 1988). Em 1984, KLEIN et alii sugeriram a importancia
progndstica da candidiase oral nos pacientes HIV+. Infecgdo mucosa por Candida
ocorre em um padrao hierarquico e usualmente progressivo na mulher HIV+
(IMAM et alii,1990; DUPONT et élii,1994). Candidiase vaginal pode ocorrer na
paciente HIV+ com pouca ou nenhuma supresséo dos linfécitos T CD4, em geral
ao redor de 400 células/mm3, a candidiase orofaringea aparece quando o linfécito
T CD4 é cerca de 200 célulassrmm3 e candidiase esofagica ocorre mais
freqlientemente quando o linfoécito T CD4 é menor do que 100 células/mm3
(DATRY,1992; DUPONT et alii, 1994). A infec¢ao por Candida em paciente HIV+
parece ser decorrente de origem muliifatorial, envolvendo alteragbes nos
mecanismos inespecificos e especificos de defesa do hospedeiro, bem como do
agente infeccioso ou ambos.

ATKINSON et alit (1990) ao estudar 37 pacientes HIV positivos,
assintomaticos e com AIDS, evidenciou que quatro conhecidas proteinas salivares
de acao antibacteriana e antifungica estavam elevadas nos pacientes com
candidiase orofaringea: lactoferrina, lisozima, IgA secretédria e histatina. Se estas
proteinas sdo elevadas por causa da infec¢ao pelo HIV ou seqiiela decorrente da
infeccao por Candida nao pode ser determinada por este estudo. No entanto,
niveis salivares de lisozima, lactoperoxidase, -calprotectina e lactoferrina
encontraram-se baixos nestes doentes em outro trabalho (MULLER et alii, 1993).

Xerostomia definida pelo paciente como boca seca e objetivamente
pela evidéncia de mucosa oral seca com diminuigdo do volume de secregdo
salivar em paciente HIV+ foi descrito por DATRY, 1992, sugerindo lesdo das
glandulas salivares pelo virus (DATRY, 1992) e pelo uso de drogas antiretrovirais

(ATKINSON et alii, 1990). A xerostomia aumenta a susceptibilidade a candidiase
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devido a baixa agao lubrificante da saliva, aumenta a possibilidade de lesdes
traumaticas da mucosa oral e existe uma redugao dos constituintes salivares que
participam da imunidade local, e acompanhada de baixo pH, favoreceria a
atividade de proteinase de C. albicans.

OLLERT et alii, 1995, descreveu niveis aumentados da expressao e
secrecao de proteinase secretéria de Candida albicans em isolados de pacientes
HIV+, um fator de viruléncia de C. albicans, que muito provavelmente promove a
aderéncia e a penetragdo das ceélulas hospedeiras. Este aumento independia do
estadio clinico da doenga e do nivel de CD4, e provavelmente, a selecdo de
spropulagéo de C. albicans fenotipicamente diferente ocorre precocemente,
nestes pacientes.

COOGAN, SWEET, CHALLACOMBE, 1994, ao estudarem uma
populacao de 124 homens, entre HIV+ assintomaticos, com AIDS e controles,
observaram que a concentragao, atividade e taxa de secre¢ao, por minuto de IgA
e subclasses IgA1 e IgA2 anti C. albicans, na saliva total e na secregao parotidea,
eram maiores nos HIV+ assintomaticos e nos doentes do que no grupo controle.
Este aumento na secre¢do de anticorpo pode ser relacionado ao estimulo
antigénico, ja que quase metade dos pacientes HIV+ e pacientes com AIDS
portavam mais do que 10° UFC/mL (Unidades Formadoras de Coldnias/mL) na
saliva. Em HIV+ e em pacientes com AIDS parece haver resposta imune humoratl
adequada frente a infecgées mucosas por Candida.

O progressivo declinio da imunidade mediada por célula devido
fungao anommal de linfécitos T ou macréfagos, marco na progressao da infecgao
pelo HIV é relacionada com a ocorréncia de candidiase (DATY, 1992; DUPONT et
alii, 1992). A imunidade mediada por célula, consistindo de célulasT CD4+, CD8+,
macréfagos e outros tipos celulares, que protegem o organismo contra invasores,
produzem citocinas. Células T he/pertip.o 1 (TH1) secretam interferon gama (INF-
) e interleucina 2 (IL2) e contribuem para resposta mediada por célula, tais como
ativacao de macrofagos e hipersensibilidade retardada e é associada com
protecao contra candidiase mucocutanea. Ceélulas T helper tipo 2 (TH2) produzem

interleucina 4, 5, 10 e ajudam células B a gerar resposta de anticorpos. A inversao
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da relacdo CD4+/CD8+ traduz-se pela disfungédo na liberagdo de citocinas
relacionadas com a resposta de tipo TH1, que conduz a alteragio funcional de
fagocitos mono e polimorfonucleares, levando ao prejuizo da fagocitose e
destruicao de leveduras (CHALLACOMBE, 1994; MISHRA et alii, 1994; SALK et
alii, 1993; GREENSPAN & GREENSPAN, 1997).

Estudos tém sido conduzidos no sentido de documentar as
caracteristicas de viruléncia de C. albicans em pacientes com AIDS.
DE BERNARDIS et alii, 1996, no seu estudo para avaliagao do fator de viruléncia
associado de C. albicans em pacientes HIV+ demonstrou que 0s mesmos
apresentavam maior secregao de proteinase aspartica do que aqueles
procedentes de individuos HIV- ou HIV+ assintomaticos. Esta capacidade
diferencial foi mantida pelas cepas mesmo apos anos de manutengao das células
estocadas e, outrossim, os isolados altamente secretores de proteinase foram
significativamente mais patogénico para camundongos do que aqueles que
apresentavam baixa taxa de secrecao. Nao foi observada diferenga genética entre
isolados altamente secretores e pouco secretores de proteinase aspartica,
sugerindo que durante a infecgao pelo HIV, deveria haver selegcdo de cepas ou
biotipos mais virulentos de C. albicans.

OLLERT et alii, 1995, detectou em seu trabalho que o aumento da
atividade proteinase em isolados de C. albicans de paciente HIV+ foi independente
do estadio clinico e o numero de linfocito T CD4, nenhuma correlagao da atividade
da proteinase com o sorotipo de C. albicans foi encontrédo embora o sorotipo B
fosse significativamente mais freqtiente no grupo HIV+; entretanto uma correlagao
positiva de atividade proteinase e susceptibilidade antifingica, foi observada. Os
isolados de individuos HIV+ que foram caracterizados pof altos niveis de atividade
proteinase foram também menos suscetiveis aos antifungicos azdlicos
(cetoconazol e fluconazol), indicando que a resposta aos agentes antifungicos
pode ser modulada em associagdo com a doenca HIV, também confirmados por
WU et alii, 1996.

A aderéncia de C. albicans as células da superficie oral é essencial

para iniciar o processo de colonizagao e infecgdo. Sendo necessario haver
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interagdo entre peptidios presentes na superficie da célula fungica e da célula
epitelial (TOSH & DOUGLAS, 1992). |

SWEET, COOKSON, CHALLACOMBE, 1995, em estudo para
determinar se cepas de C. albicans isoladas de individuos HIV+ ou AIDS
possuiam propriedades de aderéncia alterados em experimentos in vitro, observou
que os isolados de C. albicans de 49 pacientes HIV+ ou AIDS aderiam as células
epiteliais bucais em numero significantemente maiores do que o grupo controle,
~sendo que nao houve diferenga na aderéncia entre cepas de pacientes HIV+, ou
AIDS, ou entre portadores de C. albicans ou pacientes com candidiase oral,
levando a sugerir que a infecgao pelo HIV esta associada a selecao de cepas de
C. albicans que possuem maior habilidade em aderir a mucosa oral e
precocemente, antes do surgimento dos sintomas de imunodeficiéncia. Estudos
tém sido centrados na localizagdo e aderéncia das proteinas e nas moléculas de
manoproteinas na superficie externa da parede celular de C. albicans, o qual
desempenha papel importante na adesao (FUKAZAWA & KAGAYA, 1997).

Candidiase oral € uma das infecgdes oportunistas mais freqientes
em pacientes com AIDS sendo C. albicans seu agente mais comum (KORTING,
1989). Outras espécies, intrinsecamente menos suscetiveis ao fluconazol, tém
emergido como causadores de lesGes orais, particularmente C. krusei e C. (T.)
glabrata (MILLON et alii, 1994% VANDEN BOSCHE et alii, 1994, TORRES-
RODRIGUES, 1996; HITCHCOCK et alii, 1993). |

Isolamento de culturas mistas em candidiase orofaringea nos
pacientes com AIDS tem sido descrito (DRONDA et alii, 1996; FOX et alii, 1991;
NEWMAN et alii, 1994). CHROMagar® Candida ¢ um novo meio de cultura
diferencial que facilita o isolamento e identificagao presuntiva de algumas espécies
de leveduras clinicamente importantes. Candida albicans, Candida krusei e
Candida tropicalis sao isolados e identificados presuntivamente de outras espécies
na base da coloragdo de suas coldnias fortemente pelas reacdes de enzimas
espécies especifica com um substrato cromogénico. A especificidade e
sensibilidade do novo meio para a identificagao presuntiva de C. albicans, C.

krusei e C. ftropicalis excedeu 99% para todas as 3 espécies (ODDS &
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BERNAERTS , 1994; BERNAL et alii, 1996; PFALLER et alii, 1996; ARENDRUP et
alii, 1999). _

MILLON et alii, 1994a, definem como candidiase oral quando o
numero de leveduras numa dada amostra coletada por swab apresenta mais do
que 50 unidades formadoras de coldnias (UFC) em placas de agar Sabouraud. No
entanto este critério é controverso e esta em permanente debate, para CHAVE et
alii, 1989, contudo quando existe sinais e sintomas orais a cultura das lesées
mostrando 10 ou mais colénias de Candida sp. em agar Sabouraud ja sao
suficientes.

Para SAMONIS et alii, 1990, o diagndstico de infecgdo flngica
(candidiase oral) é feito somente se o individuo possuia lesées sugestivas de
candidiase oral (coletadas por swab), associadas a cultura positiva em agar.

BORROMEO, McCULLOUGH, READE, 1992, ao avaliarem as
técnicas de cultura de imprint e bochecho para isolamento de C. albicans em uma
tentativa para determinar se existem diferengcas quantitativas no numero e
distribuigdo anatomica de leveduras entre individuos sadios e pacientes
portadores de candidiase eritematosa, detectou que a simples quantificagédo de C.
albicans em um dado individuo nao era indicativa de doen¢a ou saude.

BRAWNER & CUTLER, 1989, ao avaliarem os isolados de C.
albicans de individuos hospitalizados ou ndo e pacientes imunocomprometidos
com ou sem AIDS detectaram nos individuos imunocompetentes porcentagem
similares de sorotipos A e B de Candida albicans. No entanto, nos
imunocomprometidos a freqiiéncia do sorotipo B é duas vezes maior.

VELEGRAKI, 1995, em seu estudo para avaliagdio da
susceptibilidade de C. albicans de paciente imunocomprometidos, estudou 30
pacientes com AIDS e observou que o sorotipo B era encontrado em 70% deles.
As amostras pertencentes ao sorotipo B apresentavam CIM (concentragao
inibitéria minima) significantemente elevadas para fluconazol e itraconazol quando
comparadas com as do sorotipo A. No estudo de AUGER et alii, 1979, foi
observado que 666 cepas de Candida albicans, 74,3 % eram sorotipo A e 25,7%

eram sorotipo B, e observou que a maioria das cepas do sorotipo A eram
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sensiveis a S5-fluocitosina (5-FC), contudo metade (49,7%) das cepas do sorotipo
B mostraram-se resistentes ao 5-FC (CIM>25ug/ml ao 5-FC).

“Uma grande variedade de agentes esta disponivel para o tratamento
de candidiase oral. Alguns destes antifungicos sao usados topicamente, outros
sao usados sistemicamente por via oral ou endovenosa.

Terapia topica para candidiase orofaringea com agentes
antifingicos tradicionais incluem clotrimazol ou suspensodes orais de nistatina que
sao frequentemente mal sucedidos por necessitarem de dose diaria frequente,
tempo de contato insuficiente entre a droga e a mucosa oral, falta de saliva
adequada , sabor desagradavel, e presenca de agucares indutores de caries e
eficacia insuficiente entre outros. Até a recente introdugdo de novas formulagées,
solugdes orais de itraconazol e fluconazol, a terapia antifungica sistémica oral e
intravenosa é a escolha para as infecgbes mais extensas (BLATCHFORD, 1990:
HAY, 1990; BODEY,1992; ODDS, 1993; GREENSPAN, 1994; DAROUICHE,
1998). Anfotericina B e fluocitosina sdo raramente usados para o tratamento de
candidiase orofaringea ou esofagica e sado geralmente reservados para o
tratamento de infecgbes invasivas. Cetoconazol, o primeiro agente azélico oral
introduzido comercialmente na década de 1980, trouxe contribui¢cdo valiosa para o
armamentario antifungico oral no tratamento de infecgdes por Candida, porém tem
seu uso restrito devido @8 ma absor¢ado em paciente com acloridria, numerosas
interagbes droga-droga, hepatotoxicidade e inibicdo da sintese de esterdides
adrenais ou testosterona.

A introdugao de agentes antifungicos triazélicos: fluconazol em 1990
e itraconazol em 1992, marcou um importante avanco com respeito a eficacia e
seguranga. Fluconazol tem sido usado extensivamente para o tratamento de uma
variedade de infecgbes fungicas supefficiais e sistémicas em pacientes HIV+
(DARQUICHE, 1998).

Fluconazol & geralmente seguro e bem tolerado e produz resposta
clinica e micolégica rapida quando usada para o tratamento de candidiase
orofaringea e esofagica, entretanto certas espécies de Candida séao

intrinsecamente altamente resistentes (C. kruzei) ou intermediariamente
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resistentes (C. glabrata) ao fluconazol in vifro e existe uma evidéncia crescente de
resisténcia a droga durante terapia com fluconazol em paciente HIV+.
REFERENCIAS

Itraconazol é seguro e eficaz para o tratamento de uma variedade de
infecgdes fungicas superficiais cutdneas e sistémicas profundas incluindo
candidiase orofaringea e esofagica. E, em particular, itraconazol mostrou um alto
nivel de atividade in vitro contra espécies de Candida fluconazol suscetiveis e
muitas fluconazol resistentes. (BARCHIESI et alii, 1994%).

Até o presente, existe pouca evidéncia de padrées documentados de
resisténcia in vivo ao itraconazol similar aqueles observados com cepas de
Candida ao fluconazol.

Interagdes de drogas tém sido relatadas com os azois, ou por causa
da interferéncia com a absor¢&o de azdis ou por causa de alteragbes das fungoes
enzimas hepaticas. Uma lista parcial destas drogas incluem antiacidos,
antagonistas receptores Hp, sucralfate, fenitoina, rifampicina, ciclosporina,
terfenadina, astemizol e warfarina (GREENSPAN,1994).

A maioria dos estudos relacionados a suscetibilidade de leveduras de
cavidade oral em doentes com AIDS, referem-se a séries de Candida albicans
(GALLAGHER et alii, 1992; IMBERT-BERNARD et alii, 1994; ESPINEL-INGROFF,
RODRIGUES-TUDELA, MARTINEZ-SUAREZ, 1995; BARCHIESI et alii, 1996).

Com a introdugdo dos novos agentes antifungicos notadamente,
fluconazol, a emergéncia de cepas resistentes de C. albicans e outras espécies de
Candida tornaram-se um problema no manejo de infecgbes por Candida
(DAROUICHE, 1998). Foram encontrados alguns casos de C. albicans resistentes
ao fluconazol, isoladas em cavidade oral de pacientes com AIDS: KITCHEN,
SAVAGE, HARRIS, 1991, um isolado resistente; DIZ DIOS et alii, 1993, dois
isolados resistentes; BOKEN, SWINDELLS, RINALDI, 1993, quatro isolados
resistentes; BART-DELABESSE et alii, 1993, quatro isolados resistentes;
SANGUINETTI , CARMICHAEL, CAMPBELL, 1993, um isolado resistente; HEINIC
et alii, 1993, dois isolados resistentes; NEWMAN et alii, 1994, oito isolados
resistentes; REDDING et alii, 1994, um isolado resistente; RUHNKE et alii, 1994,
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dois isolados resistentes; SANGEORZAN et alii, 1994, quatro isolados resistentes;
LE GUENNEC et alii, 1995, trés isolados resistentes; RODRIGUEZ-TUDELA et
alii, 1995, nove isolados resistentes; REVANKAR et alii, 1996, sete isolados
resistentes; LAGUNA et alii, 1997, 25 isolados resistentes;, MAENZA et alii, 1997,
26 isolados.

SANGEORZAN et alii, 1994, em seu estudo da epidemiologia e efeito
do tratamento da candidiase oral em paciente HIV+ com fluconazol e clotrimazol,
concluiram que muitas cepas diferentes de C. albicans. colonizam e causam
candidiase oral em pacientes HIV+; os pacientes sdo usualmente colonizados com
uma unica cepa e as recorréncias seguindo o tratamento sao usualmente devida a
mesma cepa em 74% das vezes. A resisténcia ao fluconazol pode ocorrer através
da aquisi¢ao de uma nova cepa resistente ou a emergéncia de resisténcia de C.
albicans previamente suscetivel.

Uso prolongado de fluconazol em esquemas terapéuticos ou
~ profilaticos € um fator na selegao de isolados resistentes e colonizagdo por outras
espécies (JUST-NUBLING et alii, 1990; COLOMBO et alii, 1995; DUPONT et alii,
1994; REX, RINALDI, PFALLER, 1995").

O primeiro relato de resisténcia aos azbis em doentes com AIDS foi
relacionado ao cetoconazol (TAVITIAN et alii,1986); felizmente, contudo, pouco
sdo os relatos de resisténcia ao cetoconazol e itraconazol (ST.-GERMAIN et alii,
1995; BARCHIESI et alii, 1994 FAN-HAVARD et alii, 1991) e extremamente
incomum a anfotericina B (FAN- HAVARD et alii, 1991), porém pequenas
modificagées do método de referéncia NCCLS, ou o uso de tecnologia baseada
em agar pode permitir a detecgao de resisténcia clinicamente importante a
anfotericina B, nao detectada pelos métodos atuais (PFALLER, 2000).

LANDMAN, SAURINA & QUALE, 1998, descreveram um paciente
com AIDS e candidiase oral resistente aos azoélicos, que também se tornou
refrataria a anfotericina B e 5-FC, porém isto € muito raro.

Dada a sua larga utilizacdo desde a sua introdugdo no mercado,
varios sdo os relatos na literatura sobre resisténcia ao fluconazol. A incidéncia e

prevaléncia de resisténcia ao fluconazol tem variado de 5 a 56%. (KORTING et
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alii, 1989; HEINIC et alii, 1993; PFALLER et alii, 1994, QUEREDA et alii, 1996;
BARCHIES! et alii,1996; MAENZA et alii, 1997; LAGUNA et alii, 1997). A vasta
maioria de falhas ao tratamento com fluconazol tem ocorrido ém pacientes HIV+
com imunossupressao avangada, marcada pelo nivel de CD4+ baixo (FOX et alii,
- 1991; KITCHEN, SAVAGE, HARRIS, 1991; WILLOCKS et alii, 1991; BOKEN,
SWINDELLS, RINALDI, 1993; BAILY et alii, 1994, NEWMAN et alii, 1994;
RUHNKE et alii, 1994; MAENZA et alii, 1996; REVANKAR et alii, 1996; LAGUNA
et alii, 1997).

Pacientes que desenvolveram resisténcia ao fluconazol tinham mais
episddios prévios tratados do que os controles e maior duragdo média de toda
terapia antifungica e de terapia azélica sistémica (MAENZA et alii, 1996).

A dose cumulativa média de 10,6 gramas de fluconazol administrado,
intermitentemente, foi também fator correlacionado com resisténcia (VUFFRAY et
alii, 1994). MILLON et alii, 1994°, demonstraram que dose cumulativa maior que
10g administrada continuamente, durante mais de 3 meses, estava relacionada a
resisténcia. No estudo de SANGLARD et alii, 1995, altas doses cumulativas de
fluconazol variando de 12,6g a 71,2g foram observadas nos pacientes que
apresentaram leveduras menos suscetiveis aos azélicos. Até entdo concluia-se
que a dose cumulativa obtida, tanto por administracdo intermitente quanto
prolongada, funciona como importante fator de risco para o desenvolvimento de
resisténcia ao fluconazol.

Recentemente, REVANKAR et alii, 1998%, na avaliagdo dos efeitos
da terapia intermitente ou continua com fluconazol na recorréncia e
desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol detectou que em pacientes com
recorréncias frequentes, terapia supressiva continua reduziu significativamente as
~ recidivas e a colonizag&o. A resisténcia ocorreu com ambas terapias, intermitente
e continua, porém com resposta terapéutica excelente a altas doses de fluconazol.

HEALD et alii, 1996, referem que a exposigédo ao fluconazol através
de tratamento continuo e intermitente € associado com o estado de colonizagéo
ou portador de leveduras resistentes, sugerindo que o tratamento continuo com

fluconazol pode proteger contra o desenvolvimento de candidiase luminal
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recorrente em alguns pacientes por persistente esterilizacdo da cavidade oral em
mais de 75% dos pacientes; o uso intermitente de fluconazol foi mais
freqlientemente associado com a emergéncia de C. albicans resistente e espécies
ndo-albicans. O uso frequente de fluconazol ¢ também associado com a
emergéncia de outras espécies de Candida, tais como C. (T.) glabrata e C. kruzei
gue sao intrinsecamente resistente a este antifungico (BART- DELABESSE et alii,
1993; BARCHIESI et alii, 1994°; DUPONT et alii, 1994; MILLON et alii, 1994%
PFALLER et alii, 1994; REDDING et alii, 1994; REVANKAR et alii, 1996:
DUPONT, DROMER e IMPROVISI, 1996).

Foram descritas varias espécies de leveduras nao-albicans,
resistentes ao fluconazol, isoladas em cavidade oral de pacientes com AIDS: FOX
et alii, 1991, uma C. (T.) glabrata, POWDERLY, ROBINSON & KEATH, 1993, uma
C. (T.) glabrata; TROILLET et alii, 1993, uma C. (T.) glabrata; MILLON, REBOUX,
BARALE, 1994°, uma C. (T.) glabrata e cinco C. krusei; NEWMAN et alii, 1994,
trés C. (T.) glabrafa; CHAVANET et alii, 1994 , cinco C. (T.) glabrata, uma C.
tropicalis e trés C. krusei; DELLION et alii, 1995, duas C. (T.) glabrata e uma C.
krusei, QUEREDA et alii, 1996, quatro C. (T.) glabrata e duas C. inconspicua .

MILLON, REBOUX e BARALE, 1994°, relataram o surgirhento de C.
(T.) glabrata e C. krusei em seis pacientes, num estudo de seguimento de 30
pacientes com AIDS, em que 21 apresentaram candidiase orofaringea por C.
albicans e que foram tratados com fluconazol, e que apresentavam CIM maior do
que 64 g/ml.

A presencga de isolados nao-albicans em relatos de resisténcia varia,
e as CIM destes organismos tendem a ser altos. As amostras de C. nao-albicans
nao sao isoladas inicialmente, mas mais freqiientemente sado adquiridas apés
cursos de tratamento. A presenga de isolados de C. nao-albicans é algumas
vezes, mas nem sempre, associada com falha com tratamento (REX et alii, 1995b).

A ocorréncia de resisténcia a outros azdlicos (cetoconazol e
itraconazol) foi relatada por SAINT-GERMAIN et alii, 1995. BARCHIESI et alii,
1994° ao analisarem a atividade do itraconazol contra isolados de C. albicans

suscetiveis e resistentes ao fluconazol, detectaram que os isolados com CIM
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elevadas para fluconazol, também possuiam CIM proporcionalmente altas para
itraconazol, porém felizmente, o potencial para resisténcia cru_zada entre estes
azois parece ser baixa.
Em varias publicagées, a resisténcia foi descrita em C. krusei e C.
(T.) glabrata tao bem com C. albicans. Embora estas cepas de C. nao-albicans
fossem colonizadoras em casos de falha de tratamento, elas sdo raramente
associadas com candidiase sintomatica (POWDERLY, ROBINSON, KEATH, 1993;
SANGEORZAN et alii, 1994; BAILLY et alii, 1994; REVANKAR et alii, 1996).
GRAYBILL et alii, 1998, avaliaram em um estudo prospectivo
multicéntrico randomizado 179 pacientes HIV+, trés regimes de tratamento:
itraconazol solugao oral, 200mg/dia por 7 dias; itraconazol 200mg/dia por 14 dias;
e fluconazol 100mg/dia por 14 dias. Estes estudos foram associados com resposta
clinica de 83%, 97% e 87%, respectivamente, e cura micolégica de 52%; 88% e
77%, respectivamente. Metade dos pacientes em todos os 3 grupos recidivaram
um més apos completar o tratamento. Itraconazol € bem tolerado e oferece uma
alternativa tao eficaz quanto o fluconazol no tratamento de candidiase orofaringea.
LAGUNA et alii (1997) avaliaram 119 episédios de candidiase oral
devido a Candida albicans para estudar os padrées de suscetibilidade ao
fluconazol e as caracteristicas dos pacientes e confirmar a correlagdo de
suscetibilidade dos isolados ao fluconazol e terapéutica. Encontraram 61 isolados
suscetiveis (MIC<0,5), 33 isolados intermediarios (MIC 1-8) e 25 isolados
resistentes (MIC>16). Entre as cepas resistentes encontrou as seguintes
caracteristicas: CD4 baixo (média 12/mm3), diagnéstico de AIDS menos recente,
tratamento prévio e profilaxia com fluconazol mais freqlientemente, suscetibilidade
diminuida ao cetoconazol e itraconazol nas cepas resistentes e intermediarias;
fluconazol foi ineficaz para pacientes infectados com isolados resistentes; doses
aumentadas de cetoconazol e itraconazol foram eficazes em 81% dos casos.
PALELLA et alii, 1998, relatam que o uso rotineiro de terapia
antiretroviral (HAART) com regimes combinados que incluem inibidores de
protease as drogas antiretrovirais foram mais benéficos do que monoterapia e

regimes combinados sem inibidores de protease com declinio dramatico na
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morbidade e mortalidade entre paciente HIV+ com avancgada imunossupressao,
verificados também por VITTINGHOFF,1999.

DIZ DIOS et alii, 1999, ao acompanhar 75 pacientes HIV+ em uso de
inibidor de protease, encontrou pelo menos um episédio de candidiase orofaringea
em 56% dos pacientes em uso apenas de inibidores de transcriptase reversa e
somente 9,3% dos pacientes apds inicio de terapia com inibidores de protease,
confirmados por trabalho de CAUDA et alii, 1999. A instituicdo de terapia
antiretroviral (HAART), com supressao da replicagao do HIV, & provavelmente o
método mais importante na prevencao de candidiase refrataria, devendo seu

mecanismo de agao ser estudado.

2. OBJETIVOS
A presente investigagao foi realizada com os seguintes objetivos:

1. Verificar a eficdcia de 2 métodos de coleta na obtencdo de material de
orofaringe (swab e bochecho) de pacientes com AIDS e candidiase oral
pseudomembranosa.

2. Analisar a positividade de 2 meios de cultura (Sabouraud e CHROMagar®
Candida) para o isolamento de leveduras de candidiase oral.

3. Avaliar a extensdao do acometimento de mucosa em candidiase oral,
comparando pacientes com diferentes condigdes dentarias e CD4.

4. Avaliar as espécies relacionadas ao quadro de candidiase.

5. Avaliar a presenga de co-infecgéo através de CHROMagar® Candida).

6. Analisar o perfil de suscetibilidade destas cepas a quatro antifungicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia dos pacientes

Os pacientes envolvidos no presente estudo foram selecionados
entre casos atendidos nos servicos de Infectologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) e Hospital Oswaldo Cruz do Instituto
de Saude do Parana (HOC-ISEPR), durante o periodo de fevereiro de 97 a junho
de 98. A selegao, preenchimento de ficha clinico-epidemiolégica e procedimentos
de coleta foram realizados exclusivamente pelo investigador principal. O HC-
UFPR é um hospital publico, terciario, de grande porte, com 600 leitos que atende
cerca de 1900 casos de paéientes portadores de HIV-AIDS ao ano. O HOC-ISEPR
é um hospital publico, de nivel secundario, que oferece 20 leitos para pacientes

portadores de HIV-AIDS.

3.2. Critérios de inclusao e exclusdo

Durante o periodo de estudo foram avaliados todos os pacientes
sequencialmente atendidos em ambos os servicos mencionados e que
apresentaram diagnostico de AIDS, categoria clinica C (CDC,1993), com
confirmacao laboratorial da infecgdo por pesquisa de anticorpos especificos anti-
HIV por técnica de ELISA. Foram incluidos no estudo individuos maiores de 18
anos com presenca de candidiase oral pseudomembranosa. A definigdo de
candidiase oral pseudomembranosa foi baseada na presengca de
pseudomembrana esbranquicada e removivel em mucosa oral com confirmacgao

laboratorial da presenca de Candida sp. na lesdo. Foram excluidos os pacientes
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que fizeram uso de antifungicos tépicos na ultima semana e antifungicos
sisttmicos nas ultimas duas semanas, bem como aqueles .que, apesar de
apresentar exame clinico sugestivo de candidiase oral, tiveram resultados

negativos da cultura e exame direto da leséo.

3.3. Ficha epidemiologica e exame clinico

Os dados clinicos e epidemiolégicos foram registrados segundo ficha de estudo
apresentada em anexo 1. Foram avaliadas as seguintes variaveis : dados
demograficos, estadiamento da AIDS (contagem de linfécitos T CD4, infecgao
oportunista prévia e concomitante) candidiase prévia e tratamento antifungico
anterior. Apds o preenchimento da ficha clinico-epidemiolégica todos os pacientes
foram submetidos a exame da cavidade oral com auxilio de espatulas e foco de
luz adequados para caracterizagdo de condi¢cdes gerais de arcada dentaria,
presenca de tumores ou ulceragdes nao relacionadas a definicdo de caso e

avaliagao da extensao de envolvimento pela candidiase oral.

Caracterizagao da extensao da candidiase de mucosa

Os casos de candidiase oral foram classificados em trés graus de gravidade de
acordo com os seguintes critérios:

Leve: pseudomembrana em area restrita e unica

Moderada: comprometimento de mais de um local e lingua

Grave: comprometimento extenso da mucosa oral em toda ou quase toda a

cavidade
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3.4. Coleta e processamento das amostras

Os pécientes admitidos no estudo foram submetidos a duas coletas sequenciais
de material da cavidade oral, cada qual envolvendo diferente metodologias.

A. Método do bochecho

Apos higiene bucal através de um bochecho simples com agua, era realizado o
bochecho com agua destilada por pelo menos 20 segundos sendo o fluido
expelido e acondicionado em frasco de boca larga esterilizado e transportado até
o laboratério de micologia, em até 4 horas. O material coletado por bochecho era
transferido para tubo esterilizado e submetido a centrifugagao a 3000rpm por cinco
segundos. Retirado o sobrenadante, o sedimento era ressuspenso em 1ml do
préprio sobrenadante e, apés homogeneizagao, o material era semeado em placa
de Petri contendo meios adequados para culturas de leveduras.

B. Método do swab

O swab umedecido em agua esterilizada era friccionado sobre toda a superficie da
cavidade oral (mucosa gengival, palato mole, mucosa jugal, assoalho da boca,
lingua). Posteriormente era introduzid‘o em tubo contendo agua destilada
esterilizada e transportado até o laboratério de micologia, em até 4 horas. No
laboratorio, o material do swab era semeado em placas de Petri contendo meios
adequados para culturas de leveduras. A coleta e processamento das amostras

foram realizados segundo rotina resumida em anexo 1.
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3.5 Documentagao microbioldgica

3.5.1. Exame direto

Cada aliquota de material coletado por swab foi submetida a exame micoldgico
direto com coloragdo de Gram e exame direto a fresco com KOH no sedimento
resuspenso do bochecho. A presenga de leveduras e pseudo-hifas era
considerad.a sugestiva de presenc¢a de Candida sp. ap0s crescimento em cultura.
3.5.2.Culturas

3.5.21. Sémeadura

O material obtido por swab foi semeado nas superficies de dois meios de cultivo
s6lidos contidos em placas de Petri (9 x 13) sendo posteriormente distribuido com
auxilio de alga de platina por técnica de esgotamento e incubados a 30°C pelo
periodo de 5§ a 7 dias. Do material obtido por bochecho, uma gota do sedimento foi
semeada em cada superficie de dois meios de cultivos sélidos contidos em placas
de Petri (9 x 13) e distribuidas com auxilio de al¢a dé platina por técnica de
esgotamento, sendo incubados a 30 graus por periodo de 5 a 7 dias.

3.5.2.2 Meios utilizados

Foram utilizados os seguintes meios:

AGAR-SABOURAUD dextrose — meio classico de uso rotineiro em laboratério de
micologia e cuja composicao e técnica de preparo foram resumidas no Anexo lll,

ao qual foi adicionado cloranfenicol.

CHROMagar® Candida — este meio foi incluido na tentativa de identificar co- -
infeccado por mais de uma espécie de Candida visto que diferentes espécies

apresentam diversidade cromogénica no referido meio. Trata-se de meio seletivo,
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cromogénico, para crescimento e identificagao presuntiva de espécies de Candida,
através da formagao de coldnias com pigmentagdo diferenciada: Candida albicans
(coldnia verde), Candida tropicalis (coldénia azul cinza), Candida kruzei (colbnia
rosa felpudo), outras espécies (coldénia branca para rosa). A composicao e sua
técnica de preparo foram resumidas no Anexo IV .

Nas culturas realizadas em CHROMagar® Candida sempre que
houvesse crescimento de coldnias com diferentes cores, foi determinada a
necessidade de recultivo de cada uma destas coldnias para posterior identificagdo

e andlise de suscetibilidade a antifungicos.

3.5.2.3. Processamento do material para identificacao de leveduras e analise
do perfil de suscetibilidade a antifingicos

O material foi processado no Laboratério Especial de Micologia
(LEMI), vinculado as Disciplinas de Doengas Infecciosas e Parasitarias (DIPA) e
de Biologia Celuiar, da Universidade Federal de Sao Paulo (Escola Paulista de
Medicina). As coldnias com caracteristicas morfolégicas de levedura foram
repicadas para dois tubos, contendo respectivamente agua destilada esterilizada e
agar Sabouraud-dextrose, para posterior identificagéo e realizacao dos testes de

suscetibilidade. As colénias foram mantidas em agar a 25°C e em agar a 4°C.

3.6.Isolamento
As amostras forma encaminhadas ao laboratério, imediatamente apdés a sua
coleta, sendo processadas, aproximadamente, dentro de duas horas. O material

foi semeado com zaragatoa e distribuido na superficie do meio com alga de
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nicromo, pela técnica de esgotamento, em placas de Petri descartaveis, contento
agar Sabouraud-dextrose (DIFCO Laboratories Detroit, Ml), adicionado de 300
rg/ml de cloranfenicol (Park-Davis), incubadas a 37°C, durante sete dias. As
colonias com caracteristicas morfologicas de levedura, foram repicadas para dois
tubos contendo, respectivamente, agua destilada esterilizada e agar Sabouraud-
dextrose, para posterior identificacdo e realizagdo dos testes de suscetibilidade.

As colbnias foram mantidas em agua a 25°C e em agar a 4°C.

3.7. ldentificacao

A identificagdo foi realizada de acordo com provas tradicionais, que
compreendem analise de micromorfologia e perfis bioquimico e fisiologico,
segundo VAN DER WALT (1971?).
3.7.1. Prova do tubo gérminativo

Cultivos de 24-48 horas foram semeados em tubos contendo 0,5ml
de soro humano e incubados a 37°C, durante duas a trés horas. Uma gota de
suspensdo era pipetada em lamina, coberta com laminula e examinada ao
microscopio optico, com objetivas de 10x e 40x para observagdo do tubo
germinativo.
3.7.2. Prova do clamodoconidio ou microcultivo

Realizada para confirmagao do diagnostico de C. albicans e para o
estudo micromorfolégico das demais leveduras. A levedura era semeada em trés
estrias sobre placa de Petri contendo agar-fuba com Tween-80. As estrias feitas

sobre o agar eram cobertas com laminula esterilizada e a placa incubada a 25-
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28°C, durante 48 a 96 horas. As leituras, no microscopio optico, eram realizadas
diariamente, com objetivas de 10x e 40x, sendo analisadas quanto a presenca de
blastoconidios, artroconidios, hifas, pseudohifas e disposi¢ao das estruturas. A
brodugéo de clamidoconidios foi confirmatéria para C. albicans.
3.7.3. Prova de assimilacao de hidratos de carbonos e fontes de nitrogenio
(auxanograma)

O perfil bioquimico das leveduras, nao-albicans, foi estudado quanto
a sua capacidade de assimilagao de carbono e nitrogénio. As fontes de carbono
utilizadas foram: dextrose, maltose, sacarose, galactose, lactose, trealose,
melibiose, L-arabinose, celobiose, xilose, rafinose, dulcitol, ramnose, inulina e
inositol. Peptona e nitratd de potassio (KNO3) foram empregados como fontes de
nitrogénio. Era preparada suspensao da levedura em agua destilada esterilizada,
ajustando a turbidez de acordo com o padrao § da escala de MacFarland. Os
meios C e N eram fundidos e estabilizados em banho-maria a 50°C. Para verificar
a assimilagcao de fontes de carbono eram adicionados 2ml da suspensao a 40mi
do meio C e vertidos em placa de Petri de 150x15mm. Para observar a
assimilagao de fontes de nitrogénio era adicionado 1 ml da suspensdo a 20ml do
meio N, sendo vertidos em placa de Petri de 90x15mm. Apds a solidificacao dos
meios, as fontes de carbono (meio C) ou de nitrogénio (meio N) eram distribuidas
equidistantemente sobre o agar. As placas eram incubadas a 25-28°C, durante 24-
96 horas. A leitura era realizada diariamente, sendo a positividade observada
através do surgimento de halo de crescimento, na area correspondente a cada

fonte.
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3.7.4. Prova de fermentacao de agucares (zimograma)

Os agucares utilizados foram: dextrose, maltose, sacarose,
galactose, lactose e trealose. Da suspensao de cada levedura nao albicans, em
agua destilada esterilizada, com turbidez compativel com o padrao 5 da escala de
MacFarland, eram inoculados 200u4. em tubos de ensaio contendo, cada um
deles, meio de fermentagao, tubo de Durham e o respectivo carboidrato a ser
estudado. Os tubos eram incubados a 25-28°C, por 28 dias, sendo a leitura
realizada diariamente, observando-se a producdo gas (formag¢do de bolha no
interior do tubo de Durham).

3.7.5. Pesquisa de ascosporos

As leveduras com morfologia sugestiva de ascomiceto foram
semeadas em meio V 8 e incubadas a 25-28°C. Apds 20 dias, esfregagco em
lamina, corado pela técnica de Ziehl-Nielsen, era observado ao microscépio
optico, com objetiva de 100x. Foram levados em consideragao tamanho e forma

dos ascos e dos ascoporos, além do numero de ascoporos em cada asco.

3.7.6. Analise dos dados de identificagao

Os resultados das provas de identificagdao foram analisados pelo
programa Computer-Assisted Identification of Microorganisms da Amerncan
Sociéty for Microbiology (1989) e pelas chaves de identificagdo de LODDER
(1971); VAN DER WALT (1971b); VAN UDEN & BUCKLEY (1971); VAN UDEN &

VIDAL - LEIRIA (1971).
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' 3.7.7. Testes de suscetibilidade

Os microrganismos foram testados pelo método da microdiluigéo em
caldo, realizado de acordo com a padronizagado publicada no documento M27-T
pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,1995). Leituras
dubias ou ensaios com elevados valores de CIM para os antifiingicos (fluconazol >
16ug/ml, itraconazol > 0,25.g9/ml e cetoconazol > 0,25ug/ml) foram confirmados
pela prova de macrodiluigao em tubo (NCCLS,1992). Além dos isolado clinicos, foi
incluido em cada dia de ensaio, um organismo-controle, C. parapsilosis ATCC
22019, do qual eram previamente conhecidas as CIM para cetoconazol,
itraconazol, fluconazol e anfotericina B ( REX et alii,1996; 1997; WANGER et alii,
1995). |
3.7.7.1. Antifangicos

Os quatro antifungicos utilizados, anfotericina B, cetoconazol,
fluconazol e itraconazol, foram fornecidos sob a forma de pd, pelas respectivas
industrias  farmacéuticas. A solugao-estoque de cetoconazol (Janssen
Pharmaceutica, Titusville, N.J.) foi preparada diluindo-se o pé em acido cloridrico
0,2N para obter-se - concentragao de 10.000.g/ml. ltraconazol (Janssen
Pharmaceutica) foi dissolvido em polietilenoglicol-400 aquecido (PEG, Union
Carbide Danbury, C.T.), fluconazol (Pfizer Inc., New York, N.Y) em agua destilada
e anfotericina B (Bristol-Myers Squibb) em DMSO (dimetilsulféxido). A solugéo-
estoque dos trés ultimos antifiungicos citados apresentava concentracido de

5.000.g9/ml. As solugbes-estoque de itraconazol e fluconazol foram mantidas a
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temperatura ambiente por ndo mais que seis meses e de cetoconazol e
anfotericina B, a -70°C, pelo periodo maximo de trés meses.
3.7.7.2. Meio de cultivo

O meio liquido RPMI-1640 com L-glutamina, 2,0g/l de glicose, sem
bicabornato de sédio e tamponado com MOPS a pH 7,0 (American Biorganic,
Niagara Falls, N.Y.) foi usado nas técnicas de microdiluicdo e macrodiluicdo. O
RPMI -1640, adquirido comercialmente sob a forma de p6, foi preparado em agua
deionizada, esterilizada, na concentragao de 46,5g/l. O meio foi esterilizado por
filtracao, em filtro biolégico (Nalgene Company, Rochester, N.Y.), conservado em
refrigerador a 4°C e utilizado até trés semanas apés seu preparo. Durante todo o
experimento, um unico lote de RPMI-1640 foi utilizado. Em cada novo ensaio,
aliquotas de 2ml do meio liquido foram incubadas nas mesmas condigdes do
teste, para contrqle de esterilidade.
3.7.7.3. Preparo do inéculo

As leveduras foram mantidas a temperatura ambiente, em agar
Sabouraud-dextrose (Difco Laboratories, Detroit, Ml), com trés repiques prévios a
realizagdo do teste, sendo o ultimo realizado 24-48 horas antes do experimento.
Para o preparo do inéculo, as amostras foram cultivadas em agar Sabouraud-
dextrose e incubadas a 35°C por 24-48 horas. A suspensao inicial do inéculo foi
preparada em agua deionizada, esterilizada e a transmitancia foi ajustada para
90% em comprimento de onda de 530nm no espectrofotdmetro, para obter, ao
final do experimento, in6culo de 0,5 a 2,5 x10° UFC/ml. O tamanho, a viabilidade e
a purezavdo inoculo foram controlados por cultivo de aliquotas da suspensao em

placas de agar Sabouraud-dextrose.
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3.7.7.4. Diluicio em caldo realizada em placa de microtitulagiao
(microdiluigao)
A microdiluigao foi feita em placas plasticas esterilizadas (Nunclon,
Delta, Nunc, InterMed, Denmark) com fundo chato, contendo oito séries
identificadas de A a H, cada qual com 12 pocgos (total -96 pogos). A partir da
solugdo-estoque de cada droga, eram preparadas solugées com dez vezes a
concentragao final desejada, a saber: fluconazol,1,25-640.g/ml, itraconazol, 0,078
- 409/mL, cetoconazol, 0,15 - 80ug/mL e anfotericina B, 0,3 -160.g/mL. A seguir,
estas drogas eram diluidas a 1:5 em RPMI-1640. Aliquotas de 10014 de cada
concentragcado eram dispensadas em seqliéncia nas placas de microtitulagcdo, com
auxilio de pipeta multicanal (Digital Multichannel Pipette, Labsystems, Helsinki,
Finland), de forma a permitir que os pogos identificados de um a dez tivessem as
dez diferentes concentracdes. As placas eram estocadas a -20° C por periodo néo
maior que 30 dias.
No dia do experimento, as placas eram retiradas do congelador e mantidas
- por 30 minutos, a 25°C. A solugao irﬁcial de in6culo foi preparada conforme
procedimento descrito, anteriormente. Tendo em vista a obtengdo de solugdo
balanceada de in6culo-meio, a preparagéo original de cada organismo foi diluida a
1:50 em agua deionizada esterilizada e, em seguida, a 1:2 em RPMI-1640. Esta
preparagéo de solugdo-trabalho do inoculo foi realizada para obtengio do dobro
- da concentragao final desejada, visto que esta seria posteriormente adicionada a

igual volume de solugao contendo droga antifingica.
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Aliquotas de 104l da solugao final obtida em RPMI-1640 referente a
cada inoculo, eram cultivadas em placa de agar Sabouraud-dextrose para controle
de viabilidade, pureza e tamanho do in6culo. A seguir, volumes de 100z da
solugdo de in6cuo-RPMI-1640 eram dispensados nos orificios da placa de
microdiluicdo contendo 100 de duas vezes as concentragbes finais dos
antifugicos testados.

Os pogos pertencentes a coluna identificada com o numero 11 em
cada placa de microdiluigao foram utilizados como controle positivo, neles sendo
dispensados apenas diluente do antifugico e solugdo meio-indculo. O pogo
namero 12 foi o controle negativo, contendo apenas o meio RPMI-1640 (controle
de esterilidade). As placas eram mantidas em estufas a 35°C por 48 horas.

No momento da leitura, o crescimento de microrganismos no pogo-
controle positivo (pogo de numero 11) foi comparado visualmente ao crescimento
verificado nos pogos referentes a diferentes concentragbes testadas (pogos de
nameros 1 a 10). Para a leitura do teste, as placas eram colocadas em suporte
contendo espelho, permitido a observacgao clara do reverso das nﬁesmas. A menor
concentragdo capaz de induzir proeminente inibicdo (em torno de 50%) do
crescimento verificado no microrganismo testado, em relagdo ao pogo-controle, foi
identificada como a CIM da droga para este microrganismo (NCCLS,1995).
3.7.7.5. Analise dos resultados

A distribuicao dos valores de CIM para os antifungicos foi analisada
de trés formas: 1°) Variagao dos valores, representando os limites inferior e

superior das CIM de cada droga, referentes as diferentes espécies de fungos
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testados; 2°) CIM 5o, definida como a concentragao inibitéria minima da droga
capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas; 3°) CIMg,, definida
como a concentragao inibitéria minima da droga capaz de inibir o crescimento de |
90% das amostras testadas.

Os critérios para definicao de resisténcia ao fluconazol e itraconazol (tabela
1) foram aqueles sugeridos pelo NCCLS (REX et alii,1997). Em relagdo ao
cetoconazol e anfotericina B, devido a falta de consenso na literatura,
estabelecemos valores arbitrarios para suas analises, ja utilizados por outros
autores (DEWSNUP & STEVENS,1994; MAENZA et alii,1996; REX et alii, 1995 a;

RODRIGUEZ-TUDELA et alii,1995; ST-GERMAIN et alii, 1995).

TABELA 1 - Critérios de suscetibilidade a fluconazol, itraconazol,

cetoconazol e anfotericina B

Fluconazol ltraconazol Cetoconazol Anfotericina B
Sensivel < 8g/mi <0,125.9/ml < 0,125 9/ml < 1ug/ml
DDS 16- 32.9/ml 0,25 - 0,5.9/ml 0,25 -0,5.9/ml
Resistente > 64,9/ml >1.9/ml 731pg/ml > 2. 9/ml

DDS= dose dependente da suscetibilidade. Traduz a necessidade de elevada dose terapéutica
para resposta clinica favoravel { BARRY & BROWN,1996).

Para verificagado de resisténcia cruzada das leveduras em relagéo
aos compostos azolicos, foi realizada analise de distribuigao das CIM dos isolados
segundo diferentes niveis de suscetibilidade, comparando-se valores sensiveis

com DDS/ resistentes para os trés antimicoticos.
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3.8. Analise estatistica

Para a analise dos resultados, foram utilizados testes paramétricos e
0s nao parameétricos, considerando-se a natureza das varidveis estudadas.
Quando possivel, empregaram-se mais de um teste, para uma mesma analise,
como -objetivo de avaliar o fenémeno sob variados aspectos, descritos a seéuir.

O teste do qui-quadrado com corregdo de Yates, foi utilizado para
tabelas de contingéncia, com o objetivo de estudar a relagdo de dependéncia
entre duas ou mais variaveis.

O teste de Mann-Whitney foi aplicado com o objetivo de comparar
duas amostras em relagdo a soma total dos postos de cada uma, de amostras
independentes obtidas pelos softwares “ Primer of Bioestatistics " e “ Epi- Info ".

A analise de varidncia — ANOVA - foi aplicada com o propésito de
comparar duas ou mais amostras independentes, analisando a distribuicao
completa das curvas.

O nivel de significancia (ou probabilidade de significancia) minimo

adotado foi de 5%.

4, RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos pacientes estudados
Durante o periodo de inclusao, foram estudados 59 pacientes com
AIDS e coletadas 60 amostras sendo as amostras 20 e 44 provenientes do mesmo

paciente.
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TABELA 2 — Caracteristicas demograficas e laboratoriais de 59 pacientes

com AIDS e candidiase oral

DADOS NUMERO PERCENTUAL

(n=59) (%)

SEXO
» Masculino 44 (74,6)
¢ Feminino 15 (25,4)
COR _
* Branca 56 (94,9)
+ Parda 01 (1,7
¢ Mulata 02 (3,4)
IDADE

+ Média £ desvio padrao 33,771

¢ Minimo e maximo 22,0e 49,0
ESCOLARIDADE 35 (59,3)

o 1°Grau 22 (62,9)

e 2°Grau 09 (25,7)

¢ 3°Grau 04 (11.4)
PROCEDENCIA 53 (89,8)
¢ Capital (Curitiba) 27 (50,9)
¢ Regido Metropolitana 17 32,1)
¢ Qutro Municipio 05 9.4
¢ Outro Estado 04 (7,6)

- LINFOCITOS T CD4 (células/mm?) ™ 57 - (95,0)
o Até 50 36 (61,0
e Acima de 50 21 (35,6)
¢ N&o Determinado 03 (5.1)
¢ Média + desvio padrao 52,2+ 50,6
¢ Minimo e maximo 0,0 e 199,0
¢ Mediana 33,0

(1) Um paciente com duas contagens de linfécitos T CD4, sendo uma de 27 e outra de 119.
Percentual calculado em raz&o do nimero de amostras realizadas (60).

Conforme ilustra a Tabela 2, os pacientes tinham idade média de
33,9 = 7,3 anos, variando de 22,0 a 49,0 anos, sendo 44 (74,6%) do sexo
masculino e 15 (25,4%) do feminino.

A contagem de linfécitos T CD4 positivo variou de 0 a 199
células/mm® e mediana de 33,0. Em 36 pacientes (61,0%) a contagem de
linfocitos T CD4 positivo era menor ou igual a 50 células/mm?® caracterizando

pacientes com imunossupressao grave. Em trés deles (5,1%) nao foi possivel
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determinar a contagem.

41.1. Comportamento de risco
A distribuicdo de casos de AIDS entre individuos do sexo feminino e

masculino segundo o tipo de exposi¢édo consta na Tabela 3.

TABELA 3 - Tipo de exposi¢ao a AIDS segundo o sexo

EXPOSIQAO MASCULINO [FEMININO TOTAL

NS [(%)  IN°T(%) N2 [(%)
SEXUAL 21 47,7y 13 (86,7) 34 (57,6)
¢ Homossexual 10 (22,7 - - 10 (16,9)
e Bissexual o6 (136 - - 06 (10,2)
e Heterossexual 05 (11,4 13 (86,7) 18  (30,5)
SANGUINEA 12 (27,3) 04 (26,7) 16 (27,1)
e Usuario de Droga Injetavel 11 (25,00 03 (20,0 14 (23,7)
e Transfuséo 01 23) 01 (6,7) 02 (34)
IGNORADA 15 34,1 - - 15  (25,4)
TOTAL 48 1,1/pac 17 1,1/pac 65 1,1/pac

NOTA: Relatado mais de um tipo de exposigao por paciente. Percentual calculado em razao do
numero de pacientes: 44, 15 e 59, respectivamente.

De modo geral, o tipo de exposicdo predominante foi a sexual
(57,6%). Dos individuos estudados, 16 deles eram homossexuais ou bissexuais
(27,1%), e 18 heterossexuais (30,5%). A categoria de exposi¢do sangliinea que
engloba os usuarios de drogas injetaveis e os com transfusdo correspondeu a 16
pacientes (27,1%). Em 15 pacientes (25,4%) a categoria de exposigdo foi ignorada

ou nao foi possivel averiguar esta observagao.
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4.1.2. Procedéncia

Entre aqueles que tinham informagdes de procedéncia (Quadro 1),
27 pacientes (50,9%) eram de Curitiba e 17 (32,1%) da Regido Metropolitana
(RM), nove pacientes (17,0%) de outras localidades, sendo que 4 (7,6%)
provinham de outro estado. A figura 1 ilustra a procedéncia dos pacientes segundo
as diferentes regides do Estado do Parana.

FIGURA 1 - Mapa do Estado do Parana com as Regionais de Saude

4.2. Infecgbes oportunistas
As infecgdes oportunistas, isoladas ou associadas, mais frequientemente
observadas concomitantes a candidiase oral, em 58 pacientes, foram: pneumonia por

Pneumocystis carinii (PPc) em 18 pacientes (31,0%), diarréia cronica em 24 (41,4%)
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. e tuberculose pulmonar ou extra pulmonar em 18 (31,0%). Verificamos a associagédo
de 2 infecgbes oportunistas em 24 pacientes (41,4%), sendo as mais freqilientes a
diarréia (15 pacientes) e a pneumonia por Pneumocystis carinii e a tuberculose em 8
pacientes cada uma (Tabela 4).

No presente estudo, analisando 48 prontuarios, observou-se que 12
pacientes (2%) eram virgens de tratamento em relacao a antiretrovirais, 16
pacientes (33,3%) estavam sob terapia com dois inibidores de transcriptase
reversa e 20 pacientes (41,66%) em tratamento antiretroviral triplo com inibidor de
protease, que se iniciavam na ocasiao da investigagéo, destes, 14 pacientes, ou
seja, a maioria, apresentava menos de 1 més de tratamento com esta associagao,
denominada HAART (Highly Active AntiRetroviral Therapy), portanto nao se
beneficiando da agao desta terapia, verificadas em estudos prospectivos. Os
pacientes eram na sua maioria procedentes de Curitiba e Regido Metropolitana de

acordo com os dados obtidos na Vigilancia Epidemioldgica.

TABELA 4 - Dados das infecgboes oportunistas concomitantes nos

pacientes com AIDS

INFECCOES OPORTUNISTAS NUMERO (PERCENTUAL)
(n =60)
NUMERO 92 1,6/paciente
¢ Nenhuma 02 (3,3)
e Uma 29 (48,4)
¢ Duas 24 (40,0)
e Trés 05 (8,3)
TIPO 58 (96,7)
e Uma Infecgéo 29 (50,0)
e Broncopneumonia 01 1,7)
e Diarréia 05 (8,6)
¢ Meningite Criptocécica 03 (5,2)
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¢ Neurotoxoplasmose 05 (8,6)
e PPc 08 (13,8)
e Tb Ganglionar 03 (5,2)
e Tb Pleural 01 (1,7)
e Tb Pulmonar 03 (5,2)
¢ Duas Infecgées 24 (41,4)
o PPc/ Diarréia 03 5,2)
e PPc/LEMFP 01 (1,7)
e PPc/Tb Pleural 01 1,7)
e PPc/Tb Pulmonar 03 (5,2)
¢ Diarréia / Carcinoma Vulva 01 (1,7)
e Diarréia / Neurotoxoplasmose 02 (3,9)
¢ Diarréia / Pneumonia 05 (8,7)
¢ Diarréia / Retinite CMV 01 1,7)
¢ Diarréia/Sepse Estafilocécica 01 - (1,7)
e Diarréia/Tb 01 1.7)
e Diarréia / Tb Pulmonar 01 (1,7)
e HPV /Herpes Zoster 01 1,7)
¢ Pneumonia / HSV Genital 01 1,7)
e Tb Pulmonar / Pneumonia 02 3,5)
e Trés 05 (8,6)
e Diarréia / HSV / Pneumonia 01 1,7
e Diarréia / Neurotoxoplasmose / 01 1,7)
Pneumonia
e PPc/ Tb Pulmonar/ Diarréia 02 (3,5)
¢ Tb Ganglionar/Pulmonar/ 01 (1,7)

Sarcoma de Kaposi

43. Candidiase oral

Em 43 pacientes (72,9%) observou-se - extenso acometimento
orofaringeano por Candida, sendo que em 10 pacientes (16,9%) as lesées eram
moderadas e em 6 pacientes (10,2%) leve.

As Figuras 2 e 3 apresentam lesdes de candidiase oral.
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FIGURA 2 - Candidiase oral leve

Presenga de placas esbranquigadas, de candidiase oral em uma

localizagado, notadamente em lingua

FIGURA 3 - Candidiase oral grave

Extenso comprometimento de toda a mucosa oral em paciente com

candidiase oral grave
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4.3.2. Episddios prévios de candidiase oral nas categorias de
imunossupressao

Para andlise da incidéncia de episédios prévios de candidiase oral
em relagdo a contagem de linfécitos T CD4, os 56 pacientes foram divididos em
dois grupos: 36 pacientes (64,3%) apresentavam imunossupressao grave, isto &,
CD4 com até 50 células/mm?® e 21 (37,5%) com CD4 acima de 50 células/mm®. No
grupo estudado, 17 pacientes (30,4%) apresentaram episddio de candidiase oral
como a primeira manifestacdo de imunossupressdo, enquanto que em 40
pacientes (71,4%) havia relato de um ou mais episodios prévios.

Na populagdo de pacientes com imunossupressao grave (36), as
freqiiéncias foram de 10 (27,8%) e 26 (72,2%) pacientes, respectivamente, para

nenhum e varios episédios prévios de candidiase (Tabela 6).

TABELA 5 — Episodios prévios de candidiase oral nos pacientes

Imunossuprimidos

CD4 NENHUM UM OU MAIS |TOTAL
(células/mm?®) N.° [(%) N [ (%) N2 [(%)

Até 50 10 (58,8) 26 (650) 36 (64,3)
Acima de 50 07 (41,2 14 (3500 21 (37,5
TOTAL ‘ 17 (304 40 (71,4 57 1,0/paciente

NOTA: Percentual calculado em razdo do numero de pacientes imunossuprimidos (56).
Analise Estatistica: x’.ac = 0,02 ; p = 0,8870

Nao foi constatada diferenga significativa entre os episddios prévios

de candidiase oral e as categorias de imunossupressao (p=0,8870).
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Este resultado foi confirmado pela analise da varidncia (ANOVA),
onde nao foi possivel estabelecer relagao entre os niveis de CD4 e a frequéncia

de episodios prévios de candidiase oral (Fcac = 3,64 ; p=0,307).

4.4. Relagao entre formas clinicas de candidiase oral e niveis de CD4
A distribuicao das diferentes formas de candidiase oral em relagdo ao
nivel de linfécitos T CD4 mostrou que a maioria das lesdes graves foram encontradas

em pacientes com menor nivel de linfécitos T CD4 (p=0,036) (Tabela 7).

TABELA 6 — Gravidade da candidiase oral e contagem de linfocitos T CD4,

nos pacientes com AIDS

CcD4 LEVE MODERADA | GRAVE TOTAL
(células/mm?) N [(%)  [N° [(%) Ne° [(%)  IN° [(%)

Até 50 01 (16,7) 07 (77.,8) 28 (66,7) 36 (64,3)
Acima de 50 05 (83,3) 02 (222) 14 (33,3) 21 (37,5
TOTAL 06 (10,7) 09 (16,1) 42 (75,0) 57 1,0/paciente

(1) Percentual calculado em razéo do nimero total de pacientes (56).
Analise Estatistica: y’cac = 6,62 ; p = 0,036
A relagao estabelecida entre gravidade da candidiase oral e nivel de
CD4 foi confirmada por analise de variancia (Fcac = 9,33 ; p<0,0001 ; CV = 86,2%),
sendo possivel detectar diferenga significativa (p<0,0001) na freqliiéncia de
diferentes tipos de lesdo entre pacientes com linfocitos T CD4 superior ou inferior
a 50. Para melhor avaliar essas diferengas comparou-se duas a duas a
distribuicdo de tipos de lesées em fungao da contagem de linfécitos T CDA4.

(Tabela 8).
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TABELA 7 — Estatistica descritiva dos linfécitos T CD4 e analise comparativa em

relagdo a gravidade

DADOS N° MEDIA DESVIO MIN MAX MEDIANA

PADRAO
GRAVIDADE / CD4
e Leve 06 126,2 56,3 46,0 199,0 131,5
e Moderada 09 46,7 453 15,0 129,0 28,0
e Grave 42 428 426 0,0 167,0 27,0
ANALISE ESTATISTICA
¢ Leve x Moderada 2,536 Mann-Whitney p=0,011 S
e lLeve x Grave 3,056 Mann-Whitney p=0,002 S
¢ Moderada x Grave 0,618 Mann-Whitney p =0,537 NS
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FONTE: Tabela 8 Candidiase oral

FIGURA 4 - Relagao entre CD4 e gravidade da candidiase oral

Nesta avaliagdo pode-se constatar que os pacientes com lesdes
leves apresentaram niveis de contagem de linfécitos T CD4 elevados,
diferenciando-se do comportamento exibido por pacientes com lesées moderada e

grave cuja contagem de linfécitos T CD4 foi homogeneamente baixa (Figura 4).

4.5. Avaliagdo do uso de antifingicos no tratamento de episédios prévios de
candidiase oral

Na avaliagdo do uso prévio de compostos azdlicos e poliénicos

topicos na terapéutica antifungica, dos 56 pacientes, foi possivel observar que 26

(46,4%) eram virgens de tratamento, enquanto que 53,6% foram submetidos a

algum tipo de tratamento a saber, poliénico tdpico (nistatina), azélico (cetoconazol,

fluconazol) ou associagdo seqiiencial de poliénico toépico e azdlico (Tabela 9,

Tabela 10).
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TABELA 8 — Avaliagdao do uso prévio de compostos azoélicos e poliénicos

topicos na terapéutica de candidiase oral e contagem de linfécitos T CD4

nos pacientes com AIDS

CD4 SEM AZOLICA POLIENICA |TOPICA E|TOTAL
(célutas/mm’) | TRATAMENTO [ SISTEMICA | TOPICA SISTEMICA

N.° [(%) [IN° [(%) IN° (%) N.° | (%) N (%)
Até 50 15 (57,7) 07 (87,50 10 (76,9) 04 (40,0) 36 (64,3)
Acimade 50 11 (42,3) 01 (12,5) 03 (23,1) 06 (80,00 21 (37.5)
TOTAL 26 (46,4) 08 (14,3) 13 (23,2) 10 (17,90 57  1,0lpac

(1) Percentual calculado em razdo do numero de total de pacientes (56).
Andlise Estatistica: x’cac = 5,73 ; p = 0,165

TABELA 9 — Dados dos pacientes com AIDS em relagcdo ao tratamento

tépico e o uso de medicacgao

DADOS

TRATAMENTO TOPICO
¢ Nao
e Sim
ANTIFUNGICO SISTEMICO
¢ Nao
e Sim

AVALIAGCAO

FCz

CTZ
CTZ+FCZ
/ CD4

¢ Sem Tratamento
Média £ desvio padrao

Minimo e maximo
Mediana

¢ Azdlica Sistémica
Média + desvio padrao

Minimo e maximo

Mediana

¢ Poliénica Tépica
Média £ desvio padrao

Minimo e maximo
Mediana

e Topica e Sistémica
Média + desvio padrao

Minimo e maximo

Mediana

NUMERO
(n = 59)

37
22

42
17
07
07
03

57,8 +46,4
3,0e169,0
39,5

23,5+411
0,0e124,0
10,0

43,8 + 58,5
1,0e199,0
27,0

71,4523
6,0 e 167,0
81,0

(PERCENTUAL)
(62,7)
(37,3)
(71,2)
(28,8)
(41,2)
(41,2)
(17.8)

26

08

13

10
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Nao houve relagédo entre uso prévio de antifungicos e maior depressao
do numero de linfécitos T CD4 (p=0,165), também confirmados pela analise da

variancia (Feac = 1,62 ; p=0,197 ; CV = 95,7%). -
4.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

4.6.1. Avaliacdao de dois métodos de coleta e processamento de amostras
\ biolégicas para diagnostico de candidiase oral

Houve recuperagao do agente etioldgico em 100,0% dos episédios

de candidiase oral, independente do sistema de coleta ou meio de cultivo utilizado.

Vale salientar que material e tempo necessario para processamento de cultura por

técnica de bochecho foi maior que aquele necessario para swab.

4.6.2. Identificagao de espécies isoladas

Em todos os episodios estudados de candidiase oral foram
identificados Candida albicans. Foi possivel dobumentar apenas um caso de co-
infeccao por Candida albicans e Candida (T.) glabrata que foi reconhecido apenas
pela cultura de material em meio CHROMagar® Candida onde se observou

crescimento de coldnias com pigmentagao diferente.
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FIGURA 5 - CHROMagar® Candida

4.7. Perfil de suscetibilidade
Todas as amostras de Candida albicans analisadas mostraram alta

susceptibilidade in vitro frente aos antiflingicos testados (Tabela 11).

TABELA 10 - Perfil de suscetibilidade de Candida albicans aos antifungicos

ANTIFUNGICO VARIACAO DA CIM cims0 ™ |CIM 90 @
Fluconazol 0,125 - 4,000 0,25 1,00
Itraconazol 0,007 - 0,060 0,03 0,06
Cetoconazol 0,015-0,125 0,03 0,06
Anfotericina B 0,060 - 0,500 0,25 0,50

NOTA: Concentragéo inibitéria em wg/ml.
(1) Concentragao inibitéria minima a 50%.
(2) Concentragéo inibitéria minima a 90%.
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A Unica amostra de C. glabrata isolada foi no paciente nimero 9, associada

a extensa lesdo de candidiase oral, apresentou valores de CIM aos antifiingicos de:

Fluconazol - 8 xg/ml

ltraconazol - 0,125 ug/mi

Cetoconazol - 0,25 pg/ml

Anfotericina B - 0,25 ug/ml.

Nenhum caso isolado foi reconhecido como resistente ou intermediario

(DDS), usando-se os critérios sugeridos pelo NCCLS.

TABELA 11 - Perfil de suscetibilidade de Candida albicans aos antifangicos

conforme o nivel de CD4

ATE 50 (células/mm®)
ANTIFUNGICO Variagdo da CIM |ciIM50™ | CIM 90 @
Fluconazol 0,125- 4,000 0,25 0,50
Itraconazol 0,007 - 0,060 0,03 0,06
Cetoconazol 0,015-0,125 0,03 0,06
Anfotericina B 0,125- 0,500 0,25 0,50
ACIMA DE 50 (células/mm®)
ANTIFUNGICO Variagdo da CIM |ciM50™ |cIM90 @
Fluconazol 0,125 - 1,000 0,25 0,50
Itraconazol 0,015- 0,060 0,03 0,06
Cetoconazol 0,015- 0,030 0,03 0,03
Anfotericina B 0,060 - 0,500 0,25 0,25

NOTA: Concentracao inibitéria em ug/ml.
(1) Concentragao inibitéria minima a 50.
(2) Concentracao inibitéria minima a 90.
Conforme ilustram a Tabela 12, a Tabela 13 e a Figura 6, nao houve
diferencga significativa nos perfis de suscetibilidade de amostras provenientes de

pacientes com diferentes niveis de evolugcdo da doenga HIV ilustrada pela

contagem de linfocitos T CD4.
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TABELA 12 - Estatistica descritiva do perfil de suscetibilidade e analise

comparativa em relagao aos antifangicos

DADOS N.° [MEDIA [DESVIO [MIN. MAX. MEDIANA
PADRAO

ATE 50 (células/mm®)

¢ Fluconazol 36 0472 0,747 0,125 4,000 0,250

¢ |traconazol 36 0,039 0,021 0,007 0,060 0,030

¢ Cetoconazol 36:°0034 0027 0,015 0,125 0,030

¢ Anfotericina B 36 0,267 0,116 0,125 0,500 0,250

ACIMA DE 50 (células/mm?®)

¢ Fluconazol 21 0,280 0,256 0,125 1,000 0,250
¢ ltraconazol 21 0,032 0,019 0,015 0,060 0,030
¢ Cetoconazol 21 0,023 0,008 0,015 0,030 0,030
¢ Anfotericina B 21 0,223 0,118 0,060 0,500 0,250
ANALISE ESTATISTICA

¢ Fluconazol 1,028 Mann-Whitney p =0,304 NS

e ltraconazol 1,074 Mann-Whitney p=0,283 NS

¢ Cetoconazol 1,477 Mann-Whitney p=0,140 NS

¢ Anfotericina B 1,186 Mann-Whitney p=0,236 NS

Até 50 Acima de 50
@ =

0,3
0,2
0,2
0,14

3
014 | ’ ‘
0,0 |« B RN | <SR B
Fluconazol ltraconazol  Cetoconazol Anfotericina B

FONTE: Tabela 13 Antifangicos

CIM

FIGURA 6 - Perfil de suscetibilidade em relagédo aos niveis de CD4
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5. DISCUSSAO

Candidiase oral € uma infecgao muito freqliente nos pacientes com
AIDS. Embora nao ponha em risco a vida do doente, & importante fator de
morbidade, além de denunciar o grau de imunossupressao, por sua relagao com o
numero de CD4 (DATRY, 1992; DUPONT et alii, 1994). Esta entidade clinica tem
sido pouco investigada em nosso meio.

Os pacientes incluidos na presente investigacio corresponderam ao
padrdo epidemioldgico classico da AIDS. A maioria dos pacientes era adulto
jovem, com mediana de idade de 33,9 anos, 75% dos quais pertenciam ao sexo
masculino.

Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2000) até junho de
2000, a faixa etaria mais atingida situava-se entre 20 a 44 anos (80,8%),
contando-se uma mulher com a doenga para cada trés homens atingidos, e em
relagao a escolaridade observava-se o predominio da baixa escolaridade.

A média de tempo de doenca foi de 6,7 meses e a média da
contagem de linfécitos T CD4 foi de 52,2 células/mm® (variagao de 0 a 199). Vale
salientar que 61% dos pacientes estudados apresentavam contagem de linfécitos
T CD4 menor ou igual a 50 células/mm® caracterizando pacientes com
imunossupressao grave e acompanhados de infecgées oportunistas em 50% dos
casos. As infecgdes oportunistas isoladas ou associadas mais freqlientemente
observadas foram: pneumonia por Pneumocystis carinii (31%), diarréia crénica

(41,4%) e tuberculose pulmonar ou extra pulmonar (31%).
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E sabido que o uso de terapia antiretroviral intensa, incluindo
inibidores da transcriptase reversa nucleosideos (ITRN) + inibidor da protease (IP),
reduziu a mortalidade e morbidade devida a AIDS, de 29,4/100 pessoas por ano
em 1995, para 8,8/100 pessoas por ano no segundo trimestre de 1997, tendo a
incidéncia das infecgdes oportunistas (pneumonia por Pneumocystis carinii,
doenga por Mycobacterium avium complexo intracellulare e por éitomegalovirus)
diminuido de 21,9/100 pessoas por ano em 1994 para 3,7/100 pessoas por ano
em meados de 1997 (PALELLA et alii, 1998).

Segundo DIZ DIOS et alii, 1999, o uso de inibidor de protease reduz
a freqliéncia de candidiase orofaringea relacionada a AIDS. CAUDA et alii, 1999,
observaram durante um ano dois grupos de pacientes, com e sem uso de IP e
verificaram que candidiase oral foi diagnosticada em 36% dos pacientes sem IP,
comparados com 7% dos pacientes em uso de IP, dados estes estatisticamente
significativos. O mecanismo envolvido é desconhecido, mas verifica-se que a
reducdo da carga viral e conseqliente recuperagdo imunolégica poderia ser
responsavel por estes eventos, outrossim, de especial interesse a similaridade da
classe de protease (protese aspartica secretéria) de Candida albicans e do inibidor
de protease, sugerindo que a inibicdo pelas drogas antiretovirais notadamente o
inibidor de protease sobre este importante fator de viruléncia de Candida albicans
resultaria em baixas taxas de colonizagao e candidiase oral manifesta (HOEGL et
alii,2000).

A avaliagdo da cavidade oral para caracterizagdo da extensdo da
candidiase, permitiu verificar que 43 pacientes (72,9%) apresentavam extenso

comprometimento orofaringeo por Candida. E sabido que, na infecgao pelo HIV, a
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candidiase pseudo-membranosa pode ocorrer em 80% a 95% dos pacientes com
AIDS (HEINIC et alii, 1993.

Porém, verificando-se a relacdo entre as formas clinicas de
candidiase orofaringeana e CD4, os pacientes com formas leves apresentaram
niveis médios de CD4 de 126,2 células/mm® e os pacientes com formas clinicas
moderadas e graves apresentaram, respectivamente, valores médios de 46,7 e
42,8 células/mm?®, diferenca esta estatisticamente significativa.

SAMARANAYAKE et alii, 1992, em seu estudo de prevaléncia de
variantes clinicas de candidiase oral com dados acumulados de 23 estudos
(incorporando 3387 pacientes adultos) verificaram que a candidiase oral podia se
desenvolver em 1/3 a 2 dos pacientes HIV+, onde as variantes eritematosas e
pseudomembranosas apresentavam equivaléncia de casos. A freqiiéncia de
isolamentos de Candida e sinais clinicos de candidiase aumentam com a
progressao da infecgado pelo HIV (KLEIN et alii, 1984; REICHERT et alii, 1987;
KORTING et alii, 1989; SCHULTEN et alii, 1989; PORTER et alii, 1989).

Com relagdo a caracterizacdo microbiolégica e perfil de .
suscetibilidade, o presente estudo, com dois diferentes procedimentos para
recuperagao do agente etiolédgico, mostrou que ambos eram eficazes para a
recuperagao do microrganismo, porém o método do bochecho tecnicamente mais
complexo, exigindo maior gasto de tempo, era mais trabalhoso, dado os passos a
serem efetuados por ocasiao da separagéo da aliquota para cultura. O swab foi
menos trabalhoso e bastante eficaz na recuperagédo do agente etiolégico, valioso
como meétodo altamente difundido para coleta de amostra oral, parte da rotina

diaria dos laboratorios.
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Na avaliagao das culturas dos isolados, observamos que todos os 59
pacientes encontravam-se infectados por C. albicans e, em uma amostra, por
outra espécie de levedura, representada por C. (T.) glabrata.

Os meios de cultura cromogénico e o classico apresentaram-se
eficazes na recuperacao do agente etioldgico; entretanto o meio cromogénico
permitiu a identificagdo de um unico caso de coinfecgao de C. albicans e C. (T.)
glabrata.

REVANKAR et alii, 1996, no seu estudo da epidemiologia e
significado de resisténcia de C. albicans ao fluconazol acompanharam 50
pacientes HIV+, que apresentaram leveduras resistentes (MIC>8ug/ml) em 16
deles (32%); 7 (14%) tinham C. albicans resistente e 7 (14%) Candida nao
albicans resisteﬁte e 2 (4%) tinham leveduras mistas resistentes. O uso prévio de
fluconazol e grave imunossupressao foram fatores de risco para desenvolver
resisténcia, porém alguns nao fizeram uso prévio de fluconazol, mas eram
gravemente imunossuprimidos e havia pacientes que receberam acima de 10g de
fluconazol e nao apresentavam isolados resistentes na cultura. Estes autores
sugerem que o uso prévio somente de fluconazol ndo € o unico fator para o
desenvolvimento de resisténcia.

BARCHIESI et alii, 1998, em seu trabalho prospectivo de avaliagédo
de 45 pacientes HIV+ para detectar o desenvolvimento de resisténcia ao
fluconazol e analisar a epidemiologia da candidiase oral, dos 106 episddios de

candidiase oral diagnosticados nestes pacientes, verificaram cura completa em
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28%, melhora em 65%, e falha em 7% com fluconazol 100 mg/dia para o
tratamento de candidiase oral em paciente HIV+.

A maioria dos pacientes HIV+ é infectada com somente uma cepa de
C. albicans através de cada episddio de infecgdo, embora alguns individuos HIV+
possam simultaneamente abrigar cepas de C. albicans com diferentes padroes de
suscetibilidade do fluconazol.

O isolamento de cepas de C. albicans resistente a este regime de
fluconazol in vitro, bem com in vivo, sdo raros na literatura. No nosso estudo,
independente do CD4 e da presenga de infecgdes oportunistas, todas as amostras
foram suscetiveis aos antifungicos testados. A menor exposicdo dos pacientes a
terapéutica com azdlicos, bem como a maior utilizagao de terapéutica tépica com
poliénicos, podem justificar a auséncia de espécies ndo albicans e leveduras
resistentes a antifiingicos em nosso material clinico.

A padronizagao recente dos métodos mostra que o teste de
suscetibilidade é reprodutivel e apresenta boa correlagédo clinica. Varios sao os
trabalhos, em pacientes com AIDS e candidiase orofaringea, em que a correlagao
clinico-laboratorial de dados de CIM geradas pela metodologia padronizada pelo
NCCLS, sao preditivos da evolugao terapéutica com a droga testada (COLOMBO,
1999).

REX, 1997, cita quatro principios-chave para a interpretacao de
testes de suscetibilidade: 1) Um MIC ndo é medida fisica ou quimica; 2) Fatores
do hospedeiro sao fregientemente mais importante do que o teste de
suscetibilidade em determinar o sucesso clinico; 3) A suscetibilidade in vitro nao

prediz sucesso terapéutico; 4) A resisténcia in vitro freqlientemente prediz falha

56



terapéutica. Na pratica, todos estes fatores devem ser analisados ao se interpretar
um teste de suscetibilidade.

Na presente analise nao houve diferenga significativa entre os
episddios prévios de candidiase oral e as categorias de imunossupressao;
contudo salienta-se que a maioria dos pacientes em estudo 40 (71,4%)
apresentou um ou mais episodios prévios de candidiase oral, um dado que ja
indica imunossupressao avang¢ada e que nao dependia da classificagdo em grupos
mais severamente imunossuprimidos.

A maioria das les6es graves nesta série foi encontrada em pacientes
com menor nivel de linfécitos T CD4. Pacientes com forma leve de candidiase
apresentaram linfocito T CD4 mais elevado e os que apresentaram formas
moderada e grave tenderam a se apresentar com distribuicdo semelhante de CD4.

No presente estudo verificou-se que havia diferenga estatisticamente
significativa quando se comparavam formas leves de candidiase e formas
moderadas, assim como entre as formas leves e formas graves de candidiase,
em relagdo a contagem de linfocitos T CD4, isto &€, houve diferenga entre lesdes
leves, moderadas e graves que dependiam da imunossupresséo.

Quanto a avaliagao 'da freqiéncia de uso de antifungicos, a
populagdo estudada consistiu de pacientes com imunossupressao avanc¢ada
(linfocito T CD4< 50) e com infecgdes oportunistas, e em 26 deles (46,4%), sem
uso prévio de antifungicos, identificou-se que nao foram submetidos a nenhum
contato com antifuingicos tdpicos e/ou sistémicos. O pouco uso de fluconazol pela
populagcao HIV positiva em nosso estudo reflete o baixo consumo de fluconazol

por esta populagdo em Curitiba neste periodo, contrario ao encontrado na
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Iiterat.ura, que mostra pacientes HIV positivos imunossuprimidos graves com uso
prévio e prolongado de terapia azdlica sistémica para o tratamento de candidiase
orofaringea recorrente e com tendéncias para o aparecimento de resisténcia ao
fluconazol (SANGUINETTI et alii, 1993; GREENSPAN, et alii, 1994, MAENZA et
alii, 1996; BAILY et alii, 1994; WHITE et alii, 1998).

CARTELEDGE, MIDGLEY, GAZZARD, 1998, referem que a
transmissao de cepas de C. albicans fluconazol resistente entre pacientes HIV+ e
seus parceiros sexuais pode ocorrer. Candidiase recorrente € atribuida a recidiva
com a mesma cepa ou reinfeccdo com uma nova cepa, € ambos os mecanismos
tém sido associados com cepas fluconazol resistentes.

Segundo BARCHIESI et alii, 1995, a transmissdo de Candida
fluconazol resistente entre pacientes com AIDS e candidiase oral € documentada
por eletroforese em gel pulsatil. A possibilidade de transmissado pessoa a pessoa
de infeccdo por C. albicans fluconazol resistente confirma a importancia de
técnicas moleculares na seqiiéncia investigacional de isolados de C. albicans de
pacientes com AIDS e candidiase oral. O isolamento de C. albicans fluconazol
resistente de pacientes apds tratamento com fluconazol por tempo prolongado é
um fenébmeno comum.

Conforme FICHTENBAUM & POWDERLY, 1998, os dois principios
mais importantes para evitar doenca refrataria (candidiase refrataria e resistente)
sdo retardar o inicio ou reverter a imunossupressido e eliminar a exposicéao
desnecessaria a terapia antifungica.

POWDERLY et alii, 1995; REEF & MAYER, 1995, acham que,

embora estudos clinicos prospectivos controlados mostrem que a profilaxia com
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fluconazol possa reduzir o risco de candidiase mucosa com HIV avancado, a
profilaxia primaria de rotina ndo é recomendada por causa da efetividade da
terapia da doeng¢a aguda, baixa mortalidade associada com candidiase mucosa,
potencial para desenvolvimento de infec¢cao por Candida droga resistente e custo
da profilaxia. A probabilidade de recorréncia aumenta a medida que o CD4
diminui. Muitos trabalhos nao recomendam profilaxia crbnica para prevenir
candidiase orofaringea e vuIvovaginaIArecorrente, pelas mesmas razbes que a
profilaxia primaria ndo é recomendada. Entretanto, se as recorréncias sao
freqlientes ou graves seguindo-se a candidiase esofagica, a terapia supressiva a
longo prazo deve ser considerada.

MAENZA et alii, 1997, ao avaliarem a prevaléncia e a microbiologia
de infecgao oral por Candida ﬂuconazol' resistente em 100 pacientes com AIDS e
CD4 menor que 200 células/mm® encontraram em 26/64 pacientes (41%) Candida
albicans com MIC>8ug/ml, demonstrando resisténcia in vifro e que apresentou
correlagao com candidiase clinica. As caracteristicas destes pacientes eram: CD4
baixo (média de 9), um grande numero de episédios prévios de candidiase
tratados (média 4,5) e média de durégéo do tratamento prévio de 231 dias. As
culturas de espécimes de 64 dos pacientes foram positivos para fungos
identificados com meio de cultura padrao para C.albicans apenas em 45 paciehtes
e em combinagcdo com outro organismo em cinco pacientes. Os organismos
adicionais foram identificados pelo uso de CHROMagar® Candida em 16 culturas.
Organismos identificados nestas culturas mistas indicaram C. albicans e C. (T.)

glabrata, Sacharomyces cerevisae, C. tropicalis e C. parapsilisosis.
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JOHNSON et alii, 1995, ao examinar diferentes regimes de
tratamento com fluconazol para a emergéncia de resisténcia ao azdlico entre
espécies de Candida recuperadas de 54 pacientes HIV+, sugerem que a terapia a
longo prazo é um importante fator no desenvolvimento de resisténcia, assim como
a resisténcia foi rara e transitoria em pacientes recebendo tratamento intermitente
por curto periodo.

REDDING et alii, 1994, descrevem um paciente com episddios
recorrentes de candidiase orofaringea que requerem doses progressivas de
fluconazol para o controle da infecgao. Durante os episddios de 1 a 9, a dose de
100mg/dia de fluconazol foi suficiente para resposta clinica, porém a CIM
gradualmente aumentou de 0,25 a 8 ug/ml e este aumento foi visto durante os
episdédios de 10 a 14, mas estes episédios ainda responderam a doses
aumentadas de fluconazol de 200, 400 e finalmente 800mg/dia. Entretanto, apds
um periodo de dois anos de uso de fluconazol para o tratamento de infecgdes
recorrentes, o0 episédio 15 nao respondeu ao fluconazol lsendo necessaria a
adicdo de anfotericina B. A CIM para fluconazol éra acima de 64 mg/mi.
Resultados de subtipagem por DNA demonstrou a persisténcia da mesma
C.albicans atrévés destes dois anos de terapia com fluconazol. O isolado
resistente freqlientemente parece ser do mesmo genétipo que o isolado inicial,
conforme encontrado pelos seguintes autores: BART-DELABESSE et alii, 1993;
POWDERLY et alii, 1993; MILLON et alii, 1994%;, SANGEORZAN et alii, 1994;
VUFFRAY et alii, 1994; embora a aquisi¢do de novas cepas infectantes possa

ocorrer (BART-DELABESSE et alii, 1993; SANGEORZAN et alii, 1994).
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Estudo efetuado por MILLAN, 1998, mostra elevado indice de
isolamento de leveduras na cavidade oral de pacientes com AIDS (82,6%) com
predominio de C. albicans e o predominio de C. (T.) glabrata e C. kruzei entre as
espécies ndo albicans isoladas, sendo raro o encontro de C. albicans resistente
aos azolicos testados.

Na presente casuistica, hos deparamos com pacientes graves, com
uma ou mais infecgbes oportunistas que se apresentavam bastante
imuhossuprimidos e com pouco manuseio de antifungicos, refletindo o achado de
100% de C. albicans. Nao houve emergénc;ia de espécies nao albicans resistentes
aos antifungicos.

Muitos avangos tém ocorrido na terapia antifungica nestas Ultimas
trés décadas, sendo o itraconazol e o fluconazol as drogas mais promissoras
(SAAG & DISMUKES, 1988). Entretanto novas preparag¢des destes azédlicos
mostram resultados promissores, mesmo em infecgbes decorrentes de isolados
resistente ao fluconazol (CARTLEDGE, MIDGLEY, GAZZARD, 1997; REYNES et
alii, 1997; DAROUICHE, 1998; GRAYBIL et alii, 1998; PHILLIPS et alii, 1998),
além de novas e promissoras drogas antifungicas (GRAYBIL,2000).

A partir deste estudo foi possivel encontrar e constatar o grande
numero de relatos de resisténcia aos azélicos, notadamente fluconazol, e verificar
a auséncia deste achado no nosso levantamento; contudo foi possivel verificar
que varios fatores podem contribuir para resisténcia as drogas antifungicas,
fatores relacionados aos fungos, as drogas e aos do hospedeiro que poderao

permitir novas e futuras investigagoes.
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. COMENTARIOS E CONCLUSOES

. O método de menor custo e melhor operacionalizacdo para obtencido de

material de orofaringe de pacientes com AIDS e candidiase oral

pseudomembranosa foi o de swab.

. Para isolamento de leveduras de candidiase oral no presente estudo, os dois

meios de cultura utilizados, Sabouraud e CHROMagar®, apresentaram 100%
de positividade, sendo o meio cromogénico mais eficaz por identificagdo direta
dos tipos de Candida.

Quanto a extenséo do acometimento de mucosa por candidiase orofaringea foi
possivel estabelecer correlacido entre a gravidade da candidiase oral e os
niveis de CD4.

Candida albicans foi isolada em 100% dos episédios, havendo apenas 1
paciente que exibiu infeccado mista por Candida albicans e Candida (T.)
glabrata.

Todas os isolados foram sensiveis aos antifingicos testados, fluconazol,
itraconazol, cetoconazol e anfotericina B, apesar do estédo avancado dos
pacientes.

A menor exposicao dos pacientes a terapéutica com azdlicos, bem como a
maior utilizagdo de terapéutica topica com poliénicos, podem justificar a
auséncia de espécies nao albicans e leveduras resistentes a antiflingicos em

nosso material clinico.
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7. ANEXOS

ANEXO 1
NOME: REG.:
HC HOC DATA: / /
ENDERECO:
MUNICIPIO: FONE:
IDADE: SEXO: RACA: PROFISSAO:
NATURALIDADE: ESTADO: _
DATA DO DIAGNOSTICO DA AIDS: / /
INFECCAO OPORTUNISTICA PREVIA? QUAIS:
INFEC(;AO OPOTUNISTICA CONCOMITANTE? QUAIS:
N°. DE EPISODIOS DE CANDIDIASE OROFARINGEANA: 0-5 5-10 >QUE 10
TTO ANTIFUNGICO ANTERIOR? T\OPICO? SISTEMICO?
DATA E DURACAO DOS TRATAMENTOS:
EXAME ORAL

ACHADO PRESENTE AUSENTE BEC* MEC*

CLiNICO

DENTES

PROTESE

EXTENSAO

CANDIDIASE LEVE MODERADA GRAVE
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DIAGNOSTICO MICOLOGICO DIRETO: CULTURA:
TUBO GERMINATIVO: (+) O
IDENTIFICACAO:

SENSIBILIDADE IN VITRO

Fluconazol

itraconazol

Cetoconazol

Anfotericina B
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