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género Candida, considerada marcador de progressdo do HIV. A terapéutica antifingica e diagnostico sao
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ABSTRACT

Background and Objectives: Currently, there is an increase in fungal infections, especially in immune com-
promised patients. Among the fungi that cause invasive infections there is the yeast of the genus Candida,
considered HIV progression marker. Antifungal therapy and diagnosis are important for the treatment of oral
candidiasis, due to the resistance attributed to certain species. Thus, the aim this study was to determine the inci-
dence of oral candidiasis in patients with the HIV virus, to define the species, the virulence factors and sensitivity
to fluconazole. Methods: Researched to colonization of the oral mucosa of HIV-positive patients with the aid of
a sterile swab and culture in Sabouraud Dextrose Agar. The activity of proteinase and phospholipase were done.
Susceptibility testing was performed by disk diffusion method. A record filled with socio-economic data, and clinical
information regarding medications and symptomatology of patients. Results: The sample was consisted of 45
people. The average age of patients was 38 years (+ 13.63). The rate of oral colonization by Candida in HIV patients
was 53.3%, of these, 95.83% owned by albicans species. The isolates showed positive activity and strongly positive
for phospholipase and proteinase. In the susceptibility test showed 25% of the isolates were resistant to fluconazole.
Conclusion: Early diagnosis of candidiasis in HIV-infected patients is essential both for the immediate treatment,
and to improve their quality of life, since the thrush is a very common oral lesions in this population.
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INTRODUCAO

Leveduras do género Candida sdo constituintes
presentes da microbiota da pele e mucosa do homem,
desde o nascimento. A relagdo de convivéncia levedura/
hospedeiro ocorre ao longo da vida, porém quaisquer
alteracbes na homeostase do organismo humano, como
mudancas organicas, fisico-quimicas, fisiolégicas ou pa-
toldgicas tanto da pele como nas mucosas, favorecem a
manifestacéo infecciosa deste fungo leveduriforme.?

Atualmente o género Candida é constituido de
aproximadamente 200 espécies diferentes de leveduras,
que colonizam diversos sitios corporeos, tais como,
orofaringe, cavidade bucal, dobras da pele, secrecoes
brénquicas, vagina, urina e fezes.?

Candidiase ou candidose é uma micose causada
por leveduras do género Candida, e esta atingem su-
perficies cutaneas e membranas mucosas resultando
em infec¢bes, como, candidiase oral, candidiase vaginal,
intertrigo, paroniquia e onicomicoses. Ainda, dependen-
do do estado imunolégico do individuo hospedeiro as
infeccbes também podem evoluir a estados sistémicos,
resultando em septicemias, meningites e endocardites.?

Uma vez que as espécies do género Candida fazem
parte da microbiota humana, infeccées pelas mesmas
sdo consideradas oportunistas, tornando-se patogénicas
caso ocorram alteracbes nos mecanismos de defesa
do hospedeiro. Alguns fatores individuais contribuem
para as infeccdes por Candida, dentre os quais pode-se
destacar: o rompimento das barreiras cutanea e mucosa,
disfuncéo dos neutrofilos, defeito na imunidade mediada
por células, desordem metabdlica, exposicdo direta aos
fungos, extremos de idade (recém-nascidos e idosos),
desnutricdo aguda, longo tratamento com antibioticos,
quimioterapia, transplantes, resisténcia a antifungicos,
dentre outros.*

A patogenicidade ou viruléncia de um microrga-
nismo é definida pela sua capacidade de determinar
doenca, mediada por diversos fatores. Dentre eles po-
demos citar os fatores de viruléncia: aderéncia, producéo
de tubo germinativo, dimorfismo (formacédo de micélio),
variacdo fenotipica, variacdo genotipica, formacdo de
biofilme, producdo de toxinas, producao de exoenzimas
(proteinase e fosfolipase).®

A elevada producao de proteinase por cepas de
Candida spp., determina uma atividade fortemente pro-
teolitica, o que leva a uma maior aderéncia as células do
epitélio bucal e destruicdo tecidual. As proteinases de
um modo geral estdo envolvidas em varios processos,
que incluem a formacdo de pseudomicélio, aderéncia e
fendmeno “switching”, que contribuem ainda mais para a
patogenicidade das leveduras.

As fosfolipases sdo enzimas hidroliticas capazes de
degradar fosfolipidios, sendo este o maior componente
da membrana bioldgica, podendo ser encontrado em
animais, plantas e bactérias. A presenca desta enzima na
superficie da levedura propicia a leséo tecidual por dani-
ficagcdo dos constituintes lipidicos da membrana celular
do hospedeiro. Os isolados que possuem altas quantida-
des de fosfolipases apresentam uma maior capacidade

de aderéncia e invasdo.®

A levedura do género Candida é muito frequente
na mucosa oral de individuos saudaveis, sua taxa de pre-
valéncia varia de 20 a 70%. Contudo, quando héa quebra
dos mecanismos de defesa do hospedeiro, esta levedura
podera causar uma proliferacdo ou infec¢do da cavidade
bucal, observada principalmente na primeira infancia,
senescéncia e em pacientes imunocomprometidos.?

As lesdes bucais estdo fortemente associadas a
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A
principal caracteristica patoldgica deste virus é a diminui-
¢do progressiva da imunidade celular e o consequente
aparecimento de infec¢des oportunistas.’

A candidiase oral foi descrita como doenca as-
sociada aos primeiros casos descritos na literatura de
aids (virus da imunodeficiéncia adquirida), constituindo a
infeccdo fungica mais frequente em pacientes HIV positi-
vos. Considera-se que até 90% dos individuos infectados
pelo HIV sofrerdo pelo menos um episddio de candidiase
orofaringiana.*

Ha relatos demonstrando que o desenvolvimento
de candidiase oral surge como uma das primeiras mani-
festagdes clinicas do HIV, além de ser um marcador de
progressdo da doenca e um preditivo para o aumento da
imunossupressao.*

Em pacientes HIV positivos alguns fatores podem
contribuir para o desenvolvimento de candidiase oral,
como: contagem de linfocitos T-CD4 abaixo de 200 cé-
lulas/mm?3, carga viral elevada, xerostomia, tabagismo,
alcoolismo, idade acima de 35 anos, bem como baixa
renda e nivel de escolaridade.®

O tratamento e o controle das lesdes causadas pela
candidiase oral em paciente portadores do virus HIV
sdo baseados através do grau de extensdo das lesGes
na mucosa oral e a severidade das mesmas. Quando em
menores extensbes, pode ser instituido o tratamento
exclusivamente topico, empregando a nistatina em sus-
pensao oral, ou outras op¢des como o clotrimazol em
comprimidos de dissolucédo oral e o miconazol gel. Ndo
havendo resposta adequada ou, na presenca de lesdes ex-
tensas, faz-se necessario o tratamento sistémico, que pode
ser realizado com fluconazol por via oral. Esta tem sido a
droga mais utilizada devido a sua boa absorcao, baixa to-
xicidade e disponibilidade para uso oral e endovenoso.’

Atualmente é evidente o aumento da emergéncia
de espécies ndo-albicans, como: C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. kefyr e C. krusei. Uma das razdes se de-
ve ao fato de que algumas espécies como C. glarata e C.
krusei apresentam uma resisténcia natural a antifungicos
do tipo azdlicos, e devido a esta resisténcia natural de
espécies de Candida aos azdlicos é importante diferen-
ciar as espécies para a correta utilizacdo da terapéutica, e
assim evitar a resisténcia de outras espécies.*

O uso profilatico de agentes antifingicos, como os
sistémicos, usualmente o fluconazol, é utilizado geral-
mente em pacientes com alto risco de adquirir candidia-
se, por exemplo, pacientes HIV positivos, transplantados,
diabéticos e que faz uso de glicocorticoides.

A candidiase da mucosa oral é uma das doencas
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oportunisticas mais fortemente associadas a infeccdo
pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Por conse-
guinte, nota-se a importancia de determinar a incidéncia
oral como marcador da progressdo da doenca e preditivo
para o aumento da imunossupressao. Ressaltando o que
foi apresentado, o presente trabalho teve como objetivo
pesquisar a incidéncia de Candida spp em pacientes HIV
positivos, bem como determinar as espécies, avaliar os
fatores de viruléncia, a contagem de células TCD4, carga
viral e a sensibilidade ao fluconazol.

METODOS

A amostra foi constituida de 45 pessoas com
diagnostico de HIV positivo participantes do programa
DST-AIDS (Doencas Sexualmente Transmissiveis — AIDS)
da Secretaria de Satde do municipio de Santo Angelo-RS.
O periodo da coleta ocorreu nos meses de fevereiro,
marco e abril de 2014.

Para as analises microbioldgicas foram coletadas
amostras da mucosa oral dos pacientes com auxilio de
swabs estéreis. Os swabs foram armazenados em meio
de transporte Stuart, e levados ao laboratério de Mi-
crobiologia da Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missbes, onde foram realizadas as analises.

Além das coletas de materiais biologicos, foram
aplicados questionarios aos participantes desta pesquisa
contendo dados sécioecondmicos, clinicos e informacgdes
quanto as medicacgoes e sintomatologias.

Os swabs foram semeados em placas de Petry con-
tendo Agar Saboraud (OxoidLtd, Basingstoke, Hampshire,
England), e incubadas a 37°C por 48h. As placas que
apresentaram crescimento fungico, foram separadas pa-
ra posterior identificacdo. As colonias foram submetidas
a esfregaco em lamina, as que apresentavam presenca de
blastoconideos fungicos, foram definidas como amostras
positivas. Realizou-se a técnica de tubo germinativo para
caracterizagdo dos isolados quando as espécies.

Foi realizado um indculo, a partir de alcadas das co-
|6nias, em tubo de ensaio estéril contendo 0,5mL de soro
humano. O tubo foi incubado a 37°C por 3 horas, e apds
depositou-se uma gota da suspensdo sobre uma lamina
e cobriu-se com laminula, examinando no microscépio
Optico com a objetiva de 40 x a presenca de um pequeno
filamento que brota do blastoconidio o qual permite a
identificacdo presuntiva de C. albicans. Os isolados que
ndo formaram tubo germinativo foram identificados
como Candida nao-albicans.

As amostras foram submetidas a pesquisa da
atividade das enzimas fosfolipase e proteinase. Suspen-
sbes das leveduras (indculos) foram realizadas em agua
destilada, ajustadas na suspensao de 0,5 na escala de
Mc Farland. Esta suspensdo foi inoculada em agar protei-
nase (11,7g de extrato de levedura (Acumedia, Lansing,
Michigan); 2g de albumina bovina (Prothermo, Brasil), 3
gotas de protovit (Bayer, Sdo Paulo, Brasil), 18g de agar
bacterioldgico(Kasvi, Italia) e 1000 mL de agua) e agar fos-
folipase (65g de Agar Sabouraud (OxoidLtd, Basingstoke,
Hampshire, England), 57,3g de NaCl (Nuclear, Sdo Paulo,

Brasil), 0,55g de CaCl,(Nuclear, Séo Paulo, Brasil), 40g de
gema de ovo e 1000mL de agua). As placas contendo
os inoculos foram incubadas a 37°C, durante 7 dias para
proteinase e 4 para fosfolipase. A presenca da atividade
da proteinase e da fosfolipase foram verificadas pelas
formacgdes de halos transparentes (zona de precipitacao)
opacos ao redor da col6nia. Foram medidos os diametros
das colonias e os diametros dos halos transparentes. Foi
calculado o Pz (atividade enzimatica) dividindo-se o valor
do diametro da col6nia pelo didmetro da zona de preci-
pitagdo. Quando o Pz igual a 1 foi considerado negativo,
Pz entre 0,99 a 0,64 considerado positivo, e Pz inferior
a 0,63 fortemente positivo. Portanto quanto menor o
numero de Pz maior produtor enzimatico é o isolado.

A susceptibilidade dos isoladados de Candida spp.
foram avaliadas pelo método de difusdo em disco, de
acordo com as normas de padronizacdo do M44A de
2004 do CLSI (Clinical Laboratorial Standards Institute).
Para execucdo desta técnica foi realizado um indculo
da levedura em solucdo salina a 0,85% com turvacao
equivalente a 0,5 da escala de McFarland. Com auxilio
de um swab estéril este indculo foi semeado em placas
contendo agar Mueller-Hinton (OxoidlLtd, Basingstoke,
Hampshire, England), acrescido de 0,5ug/ mL de azul de
metileno (Nuclear, Sdo Paulo, Brasil), e 2% de dextrose
(Delaware, Porto Alegre, Brasil). Apds a evaporacdo do
indculo da superficie da placa foi aplicado o disco de
fluconazol e incubadas as amostras a 35°C por 24h. Os
halos de inibicdo foram medidos e comparados com as
definicdes para fluconazol. Os critérios de interpretagdo
dos diametros dos halos de inibicdo para fluconazol
sdo: > 19 mm de diametro sdo caracterizados como
isolados sensiveis; de 14 a 18 mm de diametro como
intermediarios e; < 14 mm de diametro como resistentes.

De acordo com a Resolugdo 466/2012, o presente
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e
das Missdes-URI (CAAE 26768714.7.0000.5354). Todos
os pacientes foram esclarecidos quanto a realizacdo da
pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

RESULTADOS

Neste trabalho foram coletadas 45 amostras da
mucosa oral de pacientes HIV positivos no periodo de
fevereiro a abril de 2014. Das 45 amostras, 24 (53,3%)
apresentaram positividade para a presenca do género
Candida spp. Do total de amostras positivas 5 (20,83%)
foram isoladas de homens e 19 (79,16%) de mulheres.
Ainda a média de idade dos pacientes que apresentaram
positividade foi de 38 anos, variando dos 19 aos 63 anos.

Conforme o questionario aplicado aos pacientes
foi possivel observar que dos 24 casos positivos 8,33%
(2/24) apresentavam sinais clinicos da presenca do fungo
no momento da coleta, 41,66% (10/24) tiveram ao menos
um episddio de candidiase em periodos anteriores a
coleta e 4 (16,66%) queixaram-se de xerostomia.

A partir da prova do tubo germinativo foi possivel
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identificar que 95,83% (23/24) tratavam-se de isolados de
Candida albicans, e apenas 4,16% (1/24) foram identifica-
dos como isolados de Candida nao-albicans.

A atividade enzimatica foi obtida por meio da razéo
entre o diametro da coldnia, e o diametro da coldnia
mais a zona de precipitagdo. Em ambos os casos, quando
o Pz foiigual a 1 o resultado é negativo, entre 0,64 e 0,99
atividade positiva, e < 0,64 atividade fortemente positi-
va. A pesquisa da atividade enzimatica (Tabela 1 e 2) foi
realizada com as 24 amostras isoladas, dentre elas 37,5%
foram produtoras de fosfolipase e 54,16% apresentaram
atividade fortemente fosfolipatica, com valores de Pz
variando entre 0,45 e 0,9. Os valores dos isolados de pro-
teinase variaram de 0,48 a 0,76 com 4,16% dos isolados
com atividade positiva e 4,16% com atividade fortemente
proteolitica (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos dados de fosfolipase, proteinase
e tubo germinativo.

Isolados  Fosfolipase  Proteinase Tubo germinativo
01 0,83 - C.albicans
02 0,86 0,48 C. ndo albicans
06 - - C.albicans
08 0,79 - C.albicans
09 0,5 - C.albicans
10 0,46 - C.albicans
11 0,45 - C.albicans
13 0,86 - C.albicans
16 0,63 - C.albicans
21 0,7 - C.albicans
24 0,75 - C.albicans
25 0,78 - C.albicans
28 0,58 - C.albicans
29 0,46 - C.albicans
31 09 - C.albicans
33 0,45 - C.albicans
34 0,81 - C.albicans
35 0,51 - C.albicans
36 0,52 - C.albicans
37 - - C.albicans
38 0,54 - C.albicans
40 0,61 - C.albicans
41 0,5 0,76 C.albicans
42 0,55 - C.albicans

Tabela 2. Atividade de fosfolipase e atividade de proteinase.

Fortemente
Negativa Positiva Positiva
N % N % N %

Fosfolipase (n=24) 2 8,33 9 37,5 13 54,16
Proteinase (n=24) 22 91,66 1 416 1 416

Tabela 3. Suscetibilidade dos isolados ao fluconazol.

Sensivel Intermediaria Resistente
N % N % N %
Fluconazol (n= 24) 16 66,66 2 8,33 6 25

A média de linfocitos TCD4+ foi de 511,08 celulas/
mm? e a carga viral 8.028 copias/uL, ressaltando-se que
destes 58,33% (14/24) apresentaram carga viral indetec-
tavel. As pessoas que apresentaram lesdes orais (8,33%)
tiveram a contagem de linfécitos TCD4+ baixa (< 200
células/mm?3).

O teste de suscetibilidade do fluconazol realizado
com os 24 isolados da mucosa oral de pacientes com o
virus HIV (Tabela 3) mostrou um percentual de 66,66% dos
isolados sensiveis ao fluconazol, 8,33% apresentou-se com
relacdo dose-dependente e 25% dos isolados mostrou
resisténcia ao fluconazol, ainda destes 25% resistentes ao flu-
conazol 33,33% fizeram uso profilatico do farmaco, os isolados
resistentes todos pertenciam a espécie de C. albicans.

DISCUSSAO

No presente estudo foram coletadas 45 amostras
de mucosa oral de pacientes HIV positivos, através deste
estudo foi possivel identificar que 24 (53,3%) apresenta-
vam cultura positiva para Candida spp. A taxa de colo-
nizacao por Candida spp. determinada por este estudo
foi semelhante ao trabalho realizado pela Universidade
Estadual de Maringa, onde encontraram 58% de coloni-
zagao pelo género Candida em pacientes infectados pelo
HIV.? Um outro estudo do qual corrobora com o presente
trabalho foi realizado em pacientes HIV positivos em um
hospital da Nigéria, aonde pesquisaram a prevaléncia de
Candida spp. e evidenciaram 52,5% de colonizacéo por
esse género.

Através deste estudo verificou-se que no momento
da coleta apenas 8,33% apresentavam sinais clinicos da
presenca de Candida spp. na forma de lesGes bucais.
No entanto demais trabalhos evidenciaram percentuais
mais elevados, tais como trabalho 20% e 6,89%, respec-
tivamente.>!* De um modo geral, a prevaléncia das ma-
nifestagdes bucais sofreram um decréscimo significativo
com o advento do uso dos antiretrovirais. O controle
terapéutico, através do uso dos antiretrovirais, mantém
os niveis de carga viral e linfécitos TCD4, podem estar
envolvidos na reduzida taxa de lesdes bucais, pois os
mesmos mantém a resposta imunoldgica e fazem com
que as infeccdes oportunistas ndo vém a se manifestar.!!

Conforme o questionario aplicado foi possivel ob-
servar que 41,63% dos pacientes ja haviam desenvolvido
uma ou mais infecces fungicas, apds o diagndstico da
infeccdo pelo virus do HIV. Costa, aponta que esta for-
ma clinica ocorre em 80 a 95% de pacientes com AIDS,
quando a contagem de linfocitos TCD4 esta abaixo de
200 células/mm? e devido a estd contagem estar com
valores acima de 500 células/mm?, a incidéncia da forma
clinica da doenca é menor.® Através do questionario
pode-se evidenciar que os pacientes envolvidos no es-
tudo apresentavam valores de células TCD4 e carga viral
dentro dos preconizados. A média dos valores de linfé-
citos TCD4 e dos valores de carga viral apresentavam-se,
respectivamente, 511 células/mm? e 8.011 copias/uL.

A presenca da espécie Candida albicans teve pre-
valéncia de 95,83% corroborando com demais estudos,
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no qual encontraram 93% e 91% concomitantemente.®!2
Dados estes também semelhantes a um estudo que de-
terminou a incidéncia de Candida albicans em pacientes
com neoplasias, no qual foi observado 96%, ressaltando
o imunocomprometimento destes pacientes devido ao
uso de quimioterapia antineoplasica.t®

Por muitos anos acreditava-se que apena C. albi-
cans era capaz de apresentar positividade para a prova
do tubo germinativo, entretanto ha alguns anos foi
descrito na literatura que a espécie de C. dubliniensis
também era capaz de produzir o tubo germinativo.**
Contudo, cabe ressaltar que a prevaléncia de C. albicans
em pacientes HIV positivos em relacdo a C. dubliniensis
é notavelmente superior. Segundo um artigo que avaliou
o isolamento das espécies de Candida, 53% dos isolados
de pacientes HIV positivos pertenceram a espécie de C.
albicans e apenas 3% dos isolados pertenciam a espécie
de C. dubliniensis de um total de 100 isolados.™*

Através da determinacdo da atividade de fosfoli-
pase dos 24 isolados orais de Candida spp. foi possivel
observar que 37,5% dos isolados possuiam atividade
positiva para fosfolipase e 54,16% dos isolados possuiam
atividade fortemente fosfolipatica, os diferentes graus de
atividade dos valores de Pz vdo de 0,45 a 0,9. Cerca de,
4,16% dos isolados eram produtores de proteinase e ou-
tros 4,16% possuiam atividade fortemente proteolitica,
os valores de Pz variaram de 0,48 a 0,76. Sabendo-se que
estas enzimas (proteinase e fosfolipase) sdo importantes
fatores de viruléncia e contribuem para uma maior
aderéncia e invasdo aos tecidos dos hospedeiros,
podendo-se relacionar a baixa atividade de proteinase
com um numero muito pequeno de lesdes orais encon-
trada nos pacientes, ainda, a atividade de proteinase foi
inferior a outros achados na literatura. Em em estudo
que avaliou a prevaléncia da producdo de exoenzimas
das espécies de Candida provenientes da mucosa bucal
de pacientes com AIDS e individuos higidos. Encontrou
a producdo de proteinase em 71,4% dos isolados da
mucosa oral de pacientes HIV positivos.®

Os isolados de Candida que apresentaram resis-
téncia ao fluconazol pertenciam a espécie C. albicans,
o numero de pacientes que apresentaram resisténcia
ao fluconazol foi de 25% do total de amostra positivas,
e destes 33,33% dos pacientes ja haviam feito uso de
fluconazol profilatico. Correlacionando com um estudo
realizado no ano de 2012 no estado de Séo Paulo que
pesquisou a colonizac¢do oral por leveduras, bem como a
susceptibilidade ao fluconazol encontrou 27% dos isola-
dos resistentes. Outro estudo que apresenta percentuais
semelhantes ao encontrado neste estudo, foi realizado
no estado do Mato Grosso no ano de 2010onde foram
caracterizadas as leveduras do género Candida em diver-
sas amostras clinicas (orofaringe, raspado bucal, raspado
de pele, secrecdo vaginal, lavado gastrico) em pacientes
HIV positivos, assim como a determinacdo de suscetibi-
lidade in vitro de drogas antifingicas encontrou 29,6%
dos isolados resistentes ao fluconazol.*” Um isolado C.
albicans de onicomicose em paciente HIV positivo, que
ja haviam feito uso de fluconazol para tratamento, o iso-

lado apresentou resisténcia ao farmaco, devido a recor-
réncia de seu uso.’® Para C. albicans, a analise de isolados
provenientes de pacientes com infeccdes recorrentes
tem mostrado que a resisténcia ao fluconazol ocorre nas
mesmas cepas que anteriormente eram susceptiveis. Isso
pode ser decorrente de modificacdes ocorridas nessas
cepas ao longo da exposicdo do paciente a medicagdo
antifingica.’®

O isolamento de Candida spp. em pacientes HIV
positivos teve uma relevancia de 53,3%, onde 95,83% dos
isolados foram pertencentes a C. albicans. Para produg¢do
de fosfolipase e proteinase, importantes fatores de viru-
[éncia que contribuem para adeséo e invasdo dos tecidos
os isolados apresentaram atividade positiva e fortemente
positiva para estas enzimas. No teste de suscetibilidade
ao fluconazol 25% dos isolados apresentaram resisténcia,
todos pertencentes a espécie de C. albicans.

A resisténcia nesta espécie pode ter como conse-
guéncia o aumento do uso dos azdlicos, pricipalmente o
fluconazol, na terapéutica profilatica. Devido ao aumento
dessa resisténcia, se torna importante na micologia os
testes de suscetibilidade com métodos padronizados,
eficientes e com maior frequéncia, para alertar o corpo
clinico quanto a emergéncia de cepas resistentes in vitro
aos antifingicos.
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