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Aspectos micoldgicos e suscetibilidade in vitro deleveduras do género Candida
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Mycological aspects and susceptibility in vitro the yeast of the genus Candida from HIV-positive

patients in the State of Mato Grosso
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RESUMO

Introdugdo: A candidiase é uma das infec¢des fuingicas mais frequentes entre os pacientes
infectados pelo virus daimunodeficiénciahumana. O presente estudo objetivou a caracterizagdo
dasleveduras do género Candida de distintas amostras clinicas, provenientes de pacientes HIV
- positivos, assim como a determinagio do perfil de suscetibilidade in vitro a cinco drogas
antifingicas. Métodos: A caracterizagao dos isolados de Candida sp foi realizada através
da metodologia cléssica, testes bioquimicos (zimograma e auxanograma) e morfoldgicos
(prova do tubo germinativo e microcultivo em lamina). Também, foram realizadas a técnica
genotipica (PCR) e identificacdo pelo método comercial API 20C AUX (BioMeriéux). Para
a determinacao do perfil de suscetibilidade in vitro, foram utilizadas cinco drogas antifiingicas
(cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B), através do método
comercialmente disponivel - Etest. Resultados: Foram identificados 105 isolados de leveduras
do género Candida provenientes de 102 pacientes infectados pelo virus HIV. Destes, foram
caracterizadas 82 (78,1%) Candida albicans, 8 (7,6%) Candida parapsilosis, 8 (7,6%) Candida
tropicalis, 4 (3,8%) Candida krusei, 2 (1,9%) Candida glabrata e 1 (1%) Candida guilliermondii.
Conclusdes: Considerando o perfil geral de sensibilidade, 60% dos isolados foram suscetiveis
a todos os antifingicos testados, porém as espécies C. tropicalis e C. krusei demonstraram
uma tendéncia a valores mais elevados de CIMs para os azdis do que os encontrados para
C. albicans, sugerindo resisténcia.

Palavras-chaves: Suscetibilidade in vitro. Candida sp. Pacientes HIV positivos.

ABSTRACT

Introduction: Candidiasis is one of the most common fungal infections among patients
infected by human immunodeficiency virus. The present study aimed to characterize yeasts of
the genus Candida from distinct clinical samples from HIV-positive patients and determine the
in vitro susceptibility profile to five antifungal drugs. Methods: Characterization of Candida
sp was achieved using the classic methodology: biochemical (zymogram and auxanogram)
and micromorphology (germinative tube growth test and slide microculture) tests. Genotypic
technique (PCR) and identification by the commercial method API120C AUX (Biomeriéux)
were also performed. To determine the in vitro susceptibility profile, five antifungal drugs were
used (ketoconazole, fluconazole, itraconazole, voriconazole and amphotericin-B) following a
commercially available method, the Etest. Results: The procedure isolated 1085 yeasts of the
genus Candida from 102 HIV-infected patients. Of these, 82 (78.1%) were characterized as
Candida albicans, 8 (7.6%) as C. parapsilosis, 8 (7.6%) C. tropicalis, 4 (3.8%) C. krusei,2 (1.9%)
C. glabrata, and 1 (1%) as C. guiilliermondii. Conclusions: Considering the general profile
of sensitivity, 60% of isolates were susceptible to all the antifungal drugs tested; however, the
species C. tropicalis and C. krusei showed a tendency toward higher MICs to azoles than those
obtained for C. albicans, suggesting resistance.

Key-words: In vitro susceptibility. Candida sp. HIV-positive patients.

1. Laboratério de Micologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Federal de Mato Grosso,
Cuiabd, MT. 2. Se¢do de Micologia, Instituto Adolf Lutz, Sio Paulo, SP. 3. Hospital Universitério Jalio
Miiller, Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiabéd, MT. 4. Laboratério de Micologia, Hospital Geral
Universitério, Cuiabé, MT.

Enderego para correspondéncia: Dra. Rosane Christine Hahn. Laboratério de Micologia/FCM/UFMT.
Av. Fernando Corréa da Costa 2367, Bairro Boa Esperanca, 78060-900 Cuiabd, MT.

Tel: 55 65 3615-8809

e-mail: rchahn@terra.com.br

Recebido para publicagiao em 23/04/2010

Aceito em 01/09/2010

INTRODUCAO

Estima-se em 40 milhdes o numero de individuos
infectados pelos virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) no mundo. De 1980 a junho de 2007, foram
notificados no Brasil 474.273 casos de pacientes com
a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
sendo 26.757 casos no Centro Oeste'. O Brasil
apresenta taxa de prevaléncia de 0,6% na populagao
de 15249 anos'.

A candidfase orofaringea (COF) ¢ a infecgio
fungica oportunista que mais frequentemente
acomete individuos HIV positivos®. Na maioria
destes individuos, cerca de 90%, apresentam pelo
menos um episédio de COF durante o curso da
AIDS, quando a contagem de linfécitos T CD,
(+) encontra-se inferior a 200 células/mm?® e, em
muitas vezes, é detectada em episddios recorrentes®.
Com a utilizacio dos novos antirretrovirais,
na terapia HAART (highly active antiretroviral
therapy), houve uma redugio na ocorréncia das
infecgbes oportunistas em geral. Porém, para os
pacientes de diagnéstico tardio ou aqueles que nao
respondem de forma adequada ao tratamento a
candidiase orofaringea ainda é muito frequente®’.

Nos tltimos anos, tém sido obtidos importantes
avancos na utilizagdo dos testes de suscetibilidade
in vitro aos antifungicos. Com a implantagao dos
protocolos de referéncia do CLSI, tornou-se possivel
acomparacao e validagao dos resultados destes testes
contribuindoparao conhecimentode cepasresistentes,
muitas vezes preditoras de insucesso terapéutico®.

Varias técnicas vem sendo desenvolvidas e
empregadas para o estudo do perfil de suscetibilidade
in vitro a antifingicos, dos quais o método de
microdilui¢do em caldo é considerado o método
de referéncia, de acordo com documento M27-A3
do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)®.
Métodos alternativos estdo sendo implantados para
facilitar a utilizagdo e implantagdo destes testes na
rotina laboratorial, como técnicas de difusio em
dgar utilizando fitas impregnadas com gradiente de
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concentragio de antifiingicos (E-test). Este método tem sido utilizado
com frequéncia, pois, permite discernir uma cepa resistente de uma
sensivel, determinar os valores de concentra¢ao inibitéria minima
(CIM), além de ser uma técnica de facil e répida execucio, exibindo
satisfatéria correlagio com o método de referéncia (CLSI)7.

O tratamento das candidiases orais tem sido bastante discutido
na atualidade, principalmente nesta populagio de pacientes HIV
positivos com a finalidade de avaliar o uso racional das drogas
antifungicas disponiveis no mercado, como os azélicos, destacando
o fluconazol'***
o perfil de suscetibilidade in vitro de leveduras do género Candida
isoladas de pacientes infectados pelo HIV frente aos antifungicos
utilizando a metodologia Etest (AB Biodisk). Este estudo apresenta
dados inéditos referentes ao Mato Grosso (Centro Oeste do Brasil).

.O objetivo deste estudo foi caracterizar e determinar

METODOS

Populagao estudada

Os individuos infectados pelos HIV foram selecionados
da demanda de pacientes atendidos nos servicos de saude de
Cuiab4d e Virzea Grande, MT. Foram incluidas, neste estudo, sete
unidades hospitalares; sendo trés hospitais ptblicos (dois hospitais
universitdrios e o Hospital Santa Casa de Misericordia, em Cuiabd,
MT), dois pronto-socorros municipais (Cuiaba e Virzea Grande,
MT),umhospital privado e o Centro Estadual de Referéncia em Média
e Alta Complexidade (CERMAC), da Secretaria de Estado de Satde
(SES), ambos de Cuiaba, MT. Foi realizado um estudo descritivo no
periodo compreendido entre Janeiro de 2006 a outubro de 2008.

Pacientes

Foram incluidos no estudo os pacientes com diagnéstico confirmado
de infeccao pelo HIV, ou que se encontravam em estégio avangado da
doenga. Estes pacientes foram acompanhados pelos respectivos servigos
de satide, nos quais estavam internados. Os pacientes avaliados assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP). Os dados clinicos foram obtidos a partir de
consulta médica e revisao de prontudrios.

Caracterizac¢io dos isolados

As distintas amostras clinicas, secregio de orofaringe (53);
raspado bucal (29); lavado bronco-alveolar (7); fragmentos de unhas
(7); raspado de pele (4); secrecdo vaginal (2); lavado géstrico (1);
urina (2) foram devidamente coletadas e encaminhadas ao laboratério
de investigagio da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).
Apbs as coletas foram realizadas as provas de identificagio: técnica
de coloragao de Gram, prova do tubo germinativo, micromorfologia
segundo a técnica de Ridell, e perfil bioquimico através da assimilagao
e fermentagao segundo Kurtziman & Fel. Osisolados de C. albicans
provenientes das amostras clinicas de secre¢io de orofaringe e
raspado bucal (67,7%), foram submetidas & metodologia comercial
API 20C AUX (BioMeriéux) segundo informagées do fabricante,
além da identifica¢do genotipica por técnica de PCR segundo
Mannarelli cols** e Chavasco cols® para confirmagao das espécies
de C. albicans.

Testes de suscetibilidade aos antifiingicos

O perfil de suscetibilidade foi realizado pelo método Etest
(AB Biodisk) seguindo as instrugdes do fabricante'®. Os pontos
de corte empregados foram os recomendados pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) utilizado para técnica de

microdilui¢ao em caldo. Os antifungicos testados foram cetoconazol,
fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B da AB Biodisk'¢. A
atividade das drogas antifingicas e a reprodutibilidade dos resultados
foram asseguradas pela inclusao dosisolados de referéncia C. parapsilosis
-ATCC22019 e C. krusei - ATCC 6258, que foram gentilmente cedidas
pela Dra. Marcia S.C. Melhem - Instituto Adolfo Lutz - SP. O critério
de leitura considerado foi o valor da concentracio inibitéria minima
(CIM) como sendo capaz de inibir 50% (CIM,)) e 90% (CIM,) )
do crescimento dos isolados para os azolicos e para anfotericina B.

Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP:
247/2006) do Hospital Universitdrio Julio Miiller (HUJM).

RESULTADOS

Das distintas amostras clinicas estudadas provenientes de
125 pacientes infectados pelo HIV, foram obtidas 105 culturas
positivas, referentes a 102 pacientes, para espécies de leveduras
do género Candida, sendo 82 (78,1%) Candida albicans, 8 (7,6%)
Candida parapsilosis, 8 (7,6%) Candida tropicalis, 4 (3,8%) Candida
krusei, 2 (1,9%) Candida glabrata, e 1 (1%) Candida guilliermondii.
Dezenove destes pacientes ja haviam utilizado previamente algum
tipo de antifungico. O antifingico mais utilizado previamente foi o
fluconazol. O perfil de suscetibilidade aos cinco antiftingicos testados
foi realizado para todos os isolados, exceto para um isolado de
C. guiliermondii pelo fato de contaminag¢ao da amostra. Trinta e nove
destes pacientes estavam em uso de terapia antirretroviral,

Osresultados das CIMs obtidas frente as cinco drogas, a variagao
entre os valores minimos e maximos das CIMs e os valores da CIM |
e CIM, dos isolados das espécies de Candida sp estao apresentados
na Tabela 1. Os valores de CIM, e CIM, corresponderam,
respectivamente, as concentragdes das drogas que inibiram o
crescimento de 50% e 90% dos isolados.

Comparando os valores de CIM de cada droga, observou-se
um amplo espectro de variagao frente aos antiftingicos testados e
resisténcia em relagao aos valores de CIM,, para maioria dosisolados.
O isolado caracterizado como C. krusei demonstrou resisténcia para
valores de CIM, e CIM, para todos os antifingicos testados, exceto
para o voriconazol. Foram observados elevados valores de CIM,
indicando resisténcia, para C. albicans, sendo estes valores iguais a
29,6% (fluconazol), 30,8% (itraconazol), 25,9% (voriconazol), 23,4%
(cetoconazol) e 1,2% para a anfotericina B. Considerando todos os
antifungicos testados, o fluconazol foi aquele que contribuiu com
maiores valores de CIM, sugerindo resisténcia para a maioria dos
isolados, como se segue: C. krusei (100%), C. albicans (29,6%),
C. tropicalis (50%). Também foi observado um ntimero elevado de
isolados resistentes ao itraconazol e cetoconazol, para as espécies:
C. krusei (75%), C. albicans (30,8%), C. tropicalis (50%), e C. krusei
(50%); C. albicans (23,4%) e C. tropicalis (37,5%) respectivamente.
A espécie C. parapsilosis mostrou-se resistente ao itraconazol
(25%) e anfotericina B (12,5%). Também foram encontrados
isolados resistentes a anfotericina B, destacando C. krusei (75%). As
espécies de C. glabrata (n®=2) mostraram-se suscetiveis aos quatro
antifungicos testados, porém exibiram resisténcia ao itraconazol.

A porcentagem de isolados suscetiveis (S), resistentes (R) e dose
dependentes (SDD) frente aos antifiingicos testados est4 apresentada na
Tabela 1. A distribui¢do de valores de CIM dos antifiingicos testados para
as leveduras do género Candida esta apresentada nas Figuras 1,2 e 3.
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TABELA 1 - Concentragao inibitéria minima das cinco drogas antiftingicas frente as espécies de leveduras do género

Candida dos distintos espécimes clinicos.

CIM (pg/mL) Perfil de suscetibilidade in vitro
Drogas antiftingicas  Candida sp Variagao 50 90 S (%) SDD (%) R (%)
Cetoconazol Candida albicans (n®=82) 0,002 a >32 0,19 >32 76,5 - 23,4
Candida parapsilosis (n°=8) 0,016 20,75 0,125 0,50 100,0 - 0,0
Candida tropicalis (n°=8) 0,25a>32 1,5 >32 62,5 - 37,5
Candida krusei (n°=4) 3,0a6,0 3 4 50,0 - 50,0
Fluconazol Candida albicans (n°=82) 0,023 a >256 4 >256 66,7 3,8 29,6
Candida parapsilosis (n°=8) 0,19a12,0 2 8 87,5 12,5 0,0
Candida tropicalis (n°=8) 1,0a>256 2 >256 50,0 0,0 50,0
Candida krusei (n°=4) 64 a>256 64 >256 0,0 0,0 100,0
Itraconazol Candida albicans (n®=82) 0,003 a >32 0,032 >32 67,9 1,2 30,8
Candida parapsilosis (n°=8) 0,004 a 3,0 0,032 1,5 62,5 12,5 25,0
Candida tropicalis (n°=8) 0,012a>32 0,5 >32 25,0 25,0 50,0
Candida krusei (n°=4) 0,50 a>256 2 >32 0,0 25,0 75,00
Voriconazol Candida albicans (n®=82) 0,012a>32 0,064 >32 72,8 1,2 25,9
Candida parapsilosis (n°=8) 0,012 20,032 0,032 0,19 100,0 0,0 0,0
Candida tropicalis (n°=8) 0,047 a >32 0,094 >32 50,0 0,0 50,0
Candida krusei (n°=4) 0,3820,75 0,50 0,75 100,0 0,0 0,0
Anfotericina B Candida albicans (n®=82) 0,382a0,50 0,125 0,5 98,7 - 1,2
Candida parapsilosis (n°=8) 0,25a3 0,50 0,75 87,5 - 12,5
Candida tropicalis (n°=8) 0,012a1,0 0,38 1 100,0 - 0,0
Candida krusei (n°=4) 1,0a4,0 2 3 25,0 - 75,0

CIM: concentragdo inibitéria minima (CIM, e CIMconcentragio capaz de inibir o crescimento dos isolados em 50% e 90%
respectivamente), S: susceptivel, SDD: susceptivel dose-dependente, R: resistente.
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FIGURA 1 - Distribui¢ao de valores de CIM de fluconazol e cetoconazol
frente as espécies de leveduras do género Candida sp (CT: Candida tropicalis,
CP: Candida parapsilosis, CK: Candida krusei, CG: Candida glabrata e

CA: Candida albicans).

FIGURA 2 - Distribuicao de valores de CIM de itraconazol e voriconazol
frente as espécies de leveduras do género Candida sp (CT: Candida tropicalis,
CP: Candida parapsilosis, CK: Candida krusei, CG: Candida glabrata e
CA: Candida albicans).
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FIGURA 3 - Distribuicao de valores de CIM de anfotericina B frente
as espécies de leveduras do género Candida sp (CT: Candida tropicalis,
CP: Candida parapsilosis, CK: Candida krusei, CG: Candida glabrata e
CA: Candida albicans).

DISCUSSAO

Em individuos imunocomprometidos, as infec¢des oportunistas
fungicas tém representado um importante desafio para o tratamento.
Virios trabalhos tém sido realizados com o objetivo de conhecer a
distribui¢ao de espécies de leveduras do género Candida e perfil
de suscetibilidade in vitro em pacientes HIV positivos e com
AIDS. As espécies de Candida sao detectadas em sua maioria na
mucosa oral em 40 a 60% da populagdo em geral, principalmente
em pacientes infectados pelo HIV. Destas, a C. albicans é a mais
comum isolada representando cerca de 80 2 92% dos isolamentos'”?".

Sant’ Ana cols'” recuperaram de 130 pacientes, 142 isolados de
Candida sp da cavidade oral de pacientes com AIDS, sendo que a
espécie Candida albicans foi a mais frequentemente isolada (91%).
Neste estudo, a partir de 102 pacientes foram isoladas 105 leveduras
do género Candida, provenientes de distintas amostras clinicas de
pacientes infectados pelo HIV, e a C. albicans foi o isolado mais
frequente (78,1%). A maior parte dos isolados foram provenientes
de secregdo de orofaringe (50,5%) e raspado bucal (27,6%).

Considerando as espécies ndo-albicans, C. parapsilosis,
C.tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. guilliermondii foram identificadas
neste trabalho, achados similares a outros estudos'”'°. As espécies
ndo-albicans mais isoladas neste estudo foram: C. parapsilosis (8),
C. tropicalis (8), enquanto no estudo realizado por Sant’Ana cols!’
a C. glabrata (S) foi a espécie mais frequente. Nao obstante em um
trabalho realizado por Melo cols®, no qual foram avaliados 114
pacientes tratados com antirretrovirais, foi demonstrada a existéncia
dagrande variedade de espécies. A coexisténcia de vérias espécies em
uma mesma amostra clinica tem ocorrido como relatado em estudo
realizado por Gutiérrez cols”, fato verificado em trés pacientes. Vale
salientar que o maior numero de isolamentos referentes as leveduras
do género Candida foi detectado neste estudo, em secre¢ao de
orofaringe e raspados de mucosa oral, achado este similar aos registros

encontrados na literatura 172122,

Sant’ Ana cols'’, no Brasil, registraram que em 115 de 130
pacientes, a contagem de linfécitos TCD,+ apresentaram valores
oscilando entre 0 a 454 cel/mm?, e média de 42 cel/mm®. Apenas
10 pacientes mostraram valores elevados superiores a 200 cel/mm?®.
Esses valores contrastam com os encontrados neste estudo, pois a
média de células encontradas foi de 170 cel/mm?. No entanto, vale
ressaltar, que em 40% dos pacientes nao foi possivel obter informagées

referentes aos valores de TCD4+. J4 em relagao a terapia HAART,
taxas muito préximas foram encontradas por aqueles autores (37%)
e neste trabalho (38,2%).

Em Mato Grosso, nao foram registrados, até o momento, dados
referentes ao perfil de suscetibilidade dos isolados de Candida sp
provenientes de pacientes HIV positivos e com AIDS. Os resultados
encontrados evidenciaram resisténcia in vitro aos antifingicos
testados, com énfase ao fluconazol. Dados publicados por Sanchez-
Vargas cols" evidenciaram que 10,8% das leveduras isoladas a partir
de 111 pacientes mexicanos, infectados pelo virus HIV, mostraram-
se resistentes a um ou mais derivados azélicos. Ao considerarmos
a espécie C. albicans, verificamos que foram obtidos percentuais
superiores, sugerindo resisténcia dessa espécie aos azélicos e
anfotericina B.

As espécies ndo-albicans (C. tropicalis e C. krusei) identificadas
demonstraram uma tendéncia a valores de CIMs para os azdis
mais elevados do que os encontrados para a espécie C. albicans,
evidenciando menor suscetibilidade.

Considerando o voriconazol, foram obtidos dados que
mostraram 25,9% de resisténcia a C. albicans. J& para a espécie
C. krusei, o voriconazol demonstrou boa atividade in vitro, e nao
foram detectados isolados resistentes, mostrando que nos casos de
espécies intrinsecamente resistentes ao fluconazol e/ou em casos
de resisténcia a anfotericina B o voriconazol apresenta agio efetiva,
assim como relatado por Swinne cols®. Em trabalho publicado por
Wingeter cols’, avaliando 100 pacientes infectados pelo HIV, foram
obtidas 58 culturas positivas para Candida sp, sendo a espécie C.
albicans a mais frequentemente isolada, como neste estudo. De
forma geral, a suscetibilidade foi alta, mais de 60% dos isolados
foram suscetiveis a todos os antifingicos testados, sendo que para
o cetoconazol foi observado maior nimero de isolados resistentes
em oposi¢io ao presente estudo, que aponta o maior nimero de
isolados resistentes ao itraconazol. Wingeter e cols’, também,
relataram que, para o cetoconazol e itraconazol, foi observada uma
variagao maior de suscetibilidade entre as amostras testadas, isto é
72% dos isolados apresentaram CIM < 1pg/mL para o cetoconazol,
enquanto 77% foram suscetiveis ao itraconazol com CIM < 1pug/mL.

Por outro lado, alguns autores relatam que o uso profilatico de
antifingicos em pacientes com AIDS foi associado a redugao da
suscetibilidade ao fluconazol para espécies isoladas de C. albicans,
em episodios de candidiase oral ou recorrente?*.

Na Coldmbia, Gutiérrez cols®' avaliaram a suscetibilidade ao
fluconazol e voriconazol a partir de isolamentos da mucosa oral
provenientes de 54 pacientes com AIDS. Os resultados mostraram
que 72% das cepas isoladas de Candida sp foram suscetiveis ao
fluconazol, 6,3% suscetiveis dose-dependentes e 20,8% resistentes.
Resultados semelhantes foram encontrados, neste estudo,
apontando 66,7% de suscetibilidade. J& considerando as cepas
suscetiveis dose-dependentes, foram encontrados valores inferiores
(3,8%), e superiores em se tratando de resisténcia (29,6%).

A tendéncia observada em relagdo a resisténcia aos azoélicos
pode ser embasada na reducao de suscetibilidade ao itraconazol e
ocorréncia de resisténcia cruzada ao fluconazol em pacientes com
AIDS que receberam profilaxia de longa duragio. Os derivados
azélicos suprimem a multiplicagio fungica pela inibigao da enzima
14-alfa-demetilase, justificando o fato da resisténcia cruzada. A
ocorréncia de candidiase refratdria aos azdlicos parece ser mais
prevalente entre os pacientes em estdgios avangados da doenga,
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e histéria pregressa de candidiase oral recorrente, expostos a
terapéutica intermitente ou continua.

A utilizagao da metodologia do E-test na rotina laboratorial
torna-se adequada, pela praticidade e ficil exequibilidade frente as
necessidades clinicas considerando candidiases em pacientes HIV
positivos e/ou com AIDS. Para tanto, a equipe profissional deve ser
bem treinada para a correta leitura dos testes realizados, buscando
alcangar maior paralelismo entre dados obtidos in vitro e resposta
terapéutica in vivo.
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