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RESUMO

Objetivo: Investigar a suscetibilidade a antiftingicos e os fatores associados a colonizagéo oral por
espécies de Candida isoladas de pacientes HIV positivo. Métodos: Estudo prospectivo realizado
com amostragem por conveniéncia de individuos HIV positivo, acompanhados por um servigo de
atendimento especializado da cidade de Rondonépolis, Mato Grosso, Brasil. Foram coletados swabs
orais de 197 pacientes. As espécies de Candida foram identificadas por técnicas microbioldgicas
fenotipicas padrdo e por método molecular. A suscetibilidade antifiingica foi determinada pelo
método de microdiluicdo em caldo. Resultades: Cento e um (51,3%) pacientes foram colonizados
por Candida spp. Candida albicans foi a espécie mais prevalente (80%). Identificou-se um maior
risco de colonizacéo oral por espécies de Candida em pacientes com idade entre 45 e 59 anos
(razdo de prevaléncia: 1,90; 1C95%: 1,57-6,31) e 60 anos ou mais (razdo de prevaléncia: 4,43;
IC95%: 1,57-34,18). A resisténcia ao fluconazol e ao cetoconazol foi de 1% cada e de 4% ao
itraconazol. Conclusao: O Unico fator associado a colonizagao oral por espécies de Candida foi ter
45 anos ou mais. Identificamos baixa taxa de resisténcia antif(ingica aos azéis entre as leveduras
isoladas de pacientes HIV positivo. Estes achados podem contribuir para selecionar o tratamento
da candidiase oral em pacientes HIV positivos.

Descritores: Candida, Candidiase bucal; HIV; Testes de sensibilidade microbiana; Antifiingicos

ABSTRACT

Objective: To investigate antifungal susceptibility and factors associated with oral colonization by
Candida species in HIV-positive patients. Methods: A prospective study based on convenience
sampling of subjects recruited from a pool of confirmed HIV-positive individuals seen at a specialty
outpatient service in Rondonépolis, Mato Grosso, Brazil). Oral swabs were collected from 197
patients. Candida species were identified by standard microbiological techniques (phenotypic
and molecular methods). Antifungal susceptibility was investigated using the broth microdilution
method. Results: A total of 101 (51.3%) patients were Candida spp carriers. Candida albicans was
the most prevalent species (80%). Patients aged 45 to 59 years (Prevalence ratios: 1.90; 95%CI:
1.57-6.31) and 60 years or older (Prevalence ratios: 4.43; 95%Cl: 1.57-34.18) were at higher
risk of oral colonization by Candida species. Resistance to fluconazole and ketoconazole, or to
itraconazole, corresponded to 1% and 4%, respectively. Conclusion: Age (45 years or older) was
the only factor associated with oral colonization by Candida. Low rates of antifungal resistance to
azoles were detected in yeast isolates obtained from HIV-positive patients. Findings of this study
may contribute to proper therapeutic selection for oral candidiasis in HIV-positive patients.

Keywords: Candida; Candidiasis, oral; HIV; Microbial sensitivity tests; Antifungal agents
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INTRODUCAO

Nos ultimos cinco anos, o Brasil registrou uma média
de 40,6 mil casos de sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) por ano.®” A AIDS ¢ causada pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sendo carac-
terizada por uma redugao nas células T CD4, o que tor-
na os pacientes mais propensos a infeccoes oportunistas
decorrentes da alteragcao na resposta imunoldgica.? A
ocorréncia de lesoes especificas na cavidade oral tem
desempenhado um papel importante no diagndstico e
no monitoramento da progressao da doenga.®

A candidiase orofaringea é um dos primeiros sinais
clinicos da AIDS e acomete 50 a 95% dos individuos
infectados pelo virus HIV.® As espécies de Candida
colonizam a mucosa oral, porém, na presenca de fato-
res predisponentes a levedura, podem se tornar pato-
génicas e causarem infecgdo.®) Varios fatores predis-
poem a candidiase oral, como extremos de idade, uso
de proteses dentérias, tabagismo, alteragoes salivares,
hormonais, nutricionais e imunoldgicas.® As manifes-
tacoes bucais da candidiase incluem pseudomembrano-
sa, eritematosa, hiperplasica, mucocutanea e queilite
angular.”” Candida albicans é responsavel pela maioria
dos episddios de candidiase oral, no entanto, outras es-
pécies, como Candida glabrata, Candida krusei, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis ¢ Candida dubliniensis,
tém sido frequentemente implicadas com a doenga.®

A resisténcia intrinseca a terapia antifiingica ob-
servada em algumas espécies de Candida, juntamente
do desenvolvimento de resisténcia adquirida durante
o tratamento, tem dificultado o manejo da candidiase
oral.” Neste sentido, duas organizacoes, o European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) e o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), padronizaram métodos para realizacao de testes
de suscetibilidade aos antiftngicos.!” Estes testes de-
sempenham um papel cada vez mais importante na
orientacao da tomada de decisdo terapéutica, auxiliando
nos estudos de desenvolvimento de firmacos e como
meio de acompanhar o desenvolvimento da resisténcia
antifingica em estudos epidemioldgicos.®!)

OBJETIVO

Investigar a suscetibilidade a antifingicos e os fatores
associados a colonizagao oral por espécies de Candida
isoladas de pacientes HIV positivo.

METODOS

Foi realizado um estudo prospectivo com individuos
HIV positivo, acompanhados pelo servico de atendi-
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mento especializado da Secretaria Municipal de Saude
da cidade de Rondondpolis, Mato Grosso, Brasil. Os
participantes foram recrutados em uma amostra de con-
veniéncia no periodo de janeiro a maio de 2015, durante
suas consultas de rotina no servigo de saide, sendo in-
formados sobre os objetivos, riscos e beneficios do estu-
do, quando assinaram o Termo de Consentimento Livre
¢ Esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Jalio Muller
da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), pa-
recer 749.382, CAAE: 31905114.6.0000.5541. Pacientes
com idade inferior a 18 anos foram excluidos do estudo.
As informacodes sobre idade, sexo, uso de agentes an-
tirretrovirais, historia de infeccdes oportunistas, outras
infeccdes sexualmente transmissiveis, uso de drogas in-
travenosas e contagem de linfécitos T CD4 foram co-
letadas dos prontuarios médicos dos pesquisados.

Isolamento e identificacao das leveduras

Foram coletados swabs orais dos pacientes HIV
positivo, o material foi semeado em 4gar Sabouraud
Dextrose (Difco, Detroit, EUA) suplementado com
cloranfenicol (100ug/mL) e em &gar cromogénico
CHROMagar Candida (PROBAC, Sao Paulo, Brasil),
incubado a 37°C por 48 a 72 horas. A espécie das
leveduras foi confirmada pelo método de reacdo em
cadeia da polimerase espécie-especifica baseada no
protocolo previamente descrito por Liguori et al.(!?
O DNA foi extraido com um kit de extragao de DNA
(Mobio, Carlsbad, CA, EUA), conforme as instrugoes
do fabricante. Polymerase chain reaction foi realizada
em volume de reacao total de 25ul, contendo Tris-HCI
10mM (pH 8,3), KCI 50mM, MgCI2 1,5mM, 0,38mM
de desoxirribonucleotideos trifosfato (0,2mM cada),
primers 3,2mM, e TagDNA polimerase 1,25U. Os
oligonucleotideos foram CA (C. albicans, 5’- TCA ACT
TGTCAC AGA TTA TT-3 °), CGLA (C. glabrata, 5’-
CAC GAC TCGACA CTT TCT AAT T-3°), CT (C.
tropicalis,5’-AAG AAT TTAACG TGG AAACTT A-39),
CK (C. krusei, 5’- GAT TTA GTA CTACAC TGC GTC
A-3") e ITS4 (5°- TCC TCCGCT TAT TGA TAT GC-3’).
As reacoes de amplificacoes foram sob a seguinte con-
digdo: desnaturacao inicial (92°C, 2 minutos); 35 ciclos
de desnaturacdo (95°C, 1 minuto); anelamento (50°C,
1 minuto); extensao (72°C, 1 minuto); e extensao final
(72°C, 10 minutos).

Teste de suscetibilidade a antifingicos

A sensibilidade antiftingica dos isolados foi determi-
nada pelo método de microdiluicao em caldo, de acor-
do com o protocolo M27-A3 do CLSI.(® Os agentes an-
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tifingicos foram diluidos no meio RPMI-1640 (Sigma
ChemicalCo., EUA) tamponado a pH 7,0, com MOPS
(Sigma Chemical Co., EUA). Os farmacos foram distri-
buidos em microplacas de 96 pocos a uma concentracao
final de 0,03 a 16ug/mL para itraconazol e cetocona-
zol e de 0,125 a 64ug/mL para fluconazol. As placas de
microdilui¢ao foram incubadas a 35°C e examinadas vi-
sualmente ap6s 24 e 48 horas para determinar os valo-
res de concentracdo inibitéria minima (CIM). A CIM
foi definida como a menor concentracio capaz de ini-
bir =50% do crescimento flingico em comparacao ao
controle positivo. Os resultados foram expressos em
termos de variacao de CIM, CIMS50 e CIM90, sendo
considerada a concentragao capaz de inibir 50 e 90%
dos isolados, respectivamente.

Com base nas diretrizes do documento M27-S4 do
CLSL "% os valores de corte epidemioldgico para fluco-
nazol em C. albicans e C. tropicalis sao: CIM <2ug/mL
considerada sensivel; =8ug/mL, resistente; e 4ug/mlL,
sensivel dose-dependente (SDD); para C. glabrata, CIM
<32ug/mL SDD e =64ug/mL resistente. Os isolados de
C. krusei sao considerados intrinsecamente resistentes
ao fluconazol e seus CIMs ndo devem ser interpretados
usando esta escala. Para o itraconazol, os valores de re-
feréncia em espécies de Candida sao CIM =<0,125ug/mL
sensivel, =1ug/mL resistente e 0,25 a 0,5ug/mL SDD.(1®
Os valores de referéncia para o cetoconazol ndo sao
descritos pelo CLSI, tendo sido adotado o parametro
proposto por Mulu et al.,'> que consideram resistente
=4ug/mL.

Analise dos dados

Foi aplicado um modelo de regressao logistica para
analise multivariada, a fim de se identificar os fatores
associados a colonizacgao oral por espécies de Candida.
Foram calculados razdo de prevaléncia (RP), intervalo
de confianca de 95% (IC95%) e valor de p para cada
fator, adotando-se um nivel de significancia de 5%. As
analises foram realizadas utilizando o software R.

RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 197 pacientes infecta-
dos pelo virus HIV (99 homens) com idade entre 19
e 78 anos. A média de idade foi 42,1 anos. A tabela 1
apresenta as caracteristicas sociodemograficas e clini-
cas dos participantes da pesquisa. A maioria (n=193,
98%) dos pacientes foi tratada com terapia antirretro-
viral altamente ativa (HAART), e o tempo médio de
tratamento foi de cinco anos. O regime antirretroviral

mais frequente (52,8%) foi de inibidor nucleosideo da
transcriptase reversa associado a um inibidor nao nu-
cleosideo da transcriptase reversa. A analise do histori-
co clinico revelou 78 (39,6%) casos de infecgoes opor-
tunistas, sendo a candidiase a mais frequente (11,2%),
seguida de herpes-zoster (10,6%). Foram identificados
17,8% de pacientes com diagnéstico de outra infecgao
sexualmente transmissivel. Dentre os individuos, 14%
faziam uso de drogas intravenosas. A média das conta-
gens de células T CD4 para todos os pesquisados foi de
663 células/mm’ e variou de 16 a 2.299 células/mm°.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas de pacientes HIV positivo

Colonizagao
Caracteristicas Positiva (1=101)  Negativa (n=96)
n (%) n (%)

Sexo

Masculino 42 (41,6) 57 (59,3)

Feminino 59 (58,4) 39(40,7)
|dade, anos

19-29 17(16.8) 15(15,6)

30-44 43 (42,6) 46 (46,9)

45-69 30(29,7) 32(334)

>60 11(10,9) 3(3.1)
Regime antiviral

IP+ITRN 47 (46,5) 41 (42,7)

[TRN+ITRNN 49 (48 5) 55 (57,3)
Duragéo da terapia antiviral, anos

05 57 (56,4) 47(49)

6-11 30(29,7) 29(30,2)

>12 14(13.9) 20(20,8)
Histdrico de infeccdo oportunista 40(39,6) 38(39,6)
Outra infeccdo sexualmente transmissivel 17(16.8) 18(18,7)
Uso de drogas intravenosas 16(10,9) 11(11,5)
Linfocitos T CD4 (células/mm?)

<200 14(13.9) 8(83)

200-700 50 (49,5) 49(51)

>700 37(36.6) 39(40,7)

IP: inibidor de protease; ITRN: inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos; ITRNN: inibidores da tran-
scriptase reversa ndo anélogos de nucleosideos

A colonizacdo oral por espécies de Candida foi de-
tectada em 51,3% dos pacientes. C. albicans foi a espé-
cie mais frequente (80%), seguida de C. glabrata (14%),
C. tropicalis (4%) e C. krusei (2%).

Os resultados da regressao logistica sdo apresenta-
dos na tabela 2. Nao houve diferenca estatistica signifi-
cativa entre os grupos de pacientes colonizados € nao
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Tabela 2. Razdes de prevaléncia para colonizacgéo oral por espécies de Candida

Fatores RP 1C95% :II:I::;
Sexo
Masculino 1 (referéncia) 0,3760
Feminino 143 0,66-3,13
Idade, anos
19-29 1 (referéncia) 0,0273
30-44 1,04 036297
4569 1,90 157631
>60 443 1,67-34,18
Regime antiviral
|P+ITRN 1 (referéncia) 0,405
[TRN+ITRNN 073 0,35-1,63
Duragéo da terapia antiviral, anos
0-5 1 (referéncia) 0,6820
6-11 0,89 0,37-2,12
=12 0,61 0,2-1,84
Historico de infecgo oportunista 0,72 0,34-1,53 0,392
Outra infeccdo sexualmente transmissivel 119 0,47-2,98 0,718
Uso de drogas intravenosas 0,60 0,18-2,05 0413
Linfocitos T CD4 (celulas/mm?)
<200 1 (referéncia) 0,718
200-700 0,6 0,17-2,09
>700 068 0,18-2,48

* Regressdo logistica. IC95%: intervalo de confianca de 95%; RP: razao de prevaléncia; IP: inibidor de protease; ITRN:
inibidores da transcriptase reversa anlogos de nucleosideos; ITRNN: inibidores da transcriptase reversa nao-analogos
de nucleosideos.

colonizados por leveduras quanto a sexo (p=0,3760),
duragao da terapia antiviral (p=0,6820), regimes an-
tivirais (p=0,405), histéria de infeccao oportunista
(p=0,392), outras infeccoes sexualmente transmissiveis
(p=0,718) e uso de drogas intravenosas (p=0,413). Nao
encontramos correlagao entre contagem de linfocitos T
CD4 e presenca de espécies de Candida na cavidade
oral de pacientes HIV positivo. A idade foi o tnico fa-
tor de risco relacionado a colonizagéao oral por Candida
spp., este risco aumentou com a idade, sendo identifi-
cado nos pacientes com idade entre 45 e 59 anos (RP:
1,90; IC95%: 1,57-6,31) e 60 anos ou mais (RP: 4,43;
1C95%: 1,57-34,18).

Os testes de sensibilidade ao fluconazol revelaram
que 84% dos isolados de Candida spp. foram sensiveis,
15% SDD e 1% resistentes. Nos ensaios com cetoco-
nazol, 99% das leveduras foram classificadas como
sensiveis € 1% resistentes. Uma frequéncia de 73%
das linhagens foi sensivel, 23% SDD e 4% resistente
ao itraconazol. Um isolado de C. albicans foi resistente
ao fluconazol, um isolado de C. tropicalis foi resistente
ao cetoconazol e quatro isolados foram resistentes ao
itraconazol, sendo duas C. glabrata, uma C. albicans e
uma C. tropicalis. Os valores de CIMS50 para fluconazol,
cetoconazol e itraconazol foram 0,5, 0,03 e 0,125ug/mL,
e de CIM90 foram 0,5, 0,03 e 0,5ug/mL, respectiva-
mente (Tabela 3).

Tabela 3. Suscetibilidade a antifiingicos de espécies de Candida isoladas de pacientes HIV positivo

Variagao de CIM CIM50 CiM90 Sensivel SDD Resistente
Espécie (n) Antifiingico
(1g/ml) (Hg/mL) (ng/mL) n (%) n (%) n (%)
Candida albicans (n=81) Fluconazol 0,125-8 0,125 0,125 79(98) (1) 1(1)
Cetoconazol 0,032 0,03 0,03 81(100) 0(0) 0(0)
Itraconazol 0,034 0,125 05 65 (31) 15(18) 1(1)
Candida glabrata (n=14) Fluconazol 0,254 05 2 0(0) 14 (100) 0(0)
Cetoconazol 0,03-0,5 0,03 05 14(100) 0(0) 0(0)
Itraconazol 0,06-2 0,125 2 7(50) 5(36) 2(14)
Candida tropicalis (n=4) Fluconazol 0,125-0,5 0,125 0,125 4.(100) 0(0) 01(0)
Cetoconazol 0,03-16 0,06 0,125 3(75) 0(0) 1(25)
Itraconazol 0,03-16 0,25 05 1(25) 2 (50) 1(25)
Candida krusei (n=2) Fluconazol 0,25 0,25 0,25
Cetoconazol 0,03 0,03 0,03 2(100) 0(0) 0(0)
[traconazol 0,125 0,125 0,125 1(100) 1(100) 01(0)
Total (1=101) Fluconazol 0,125-8 0,125 05 83 (84) 15(15) 1(1)
Cetoconazol 0,03-16 0,03 0,03 100(99) 0(0) (1)
Itraconazol 0,03-16 0,125 05 74(73) 23(23) 4(4)

CIM: concentracao inibitoria minima; SDD: sensivel dose-dependente.
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DISCUSSAO

A colonizagao oral por espécies de Candida € um even-
to frequente em pacientes HIV positivo.('® Na presen-
te pesquisa, 51,3% dos pacientes estavam colonizados
pela levedura. Estes dados sao semelhantes aos estudos
realizados na China (49,5%),""” no Brasil (50,4%),('®
em Taiwan (51,4%)"” e na Nigéria (52,5%).?” A iden-
tificacdo de portadores assintoméaticos de Candida spp.
reveste-se de importancia em estudos epidemioldgicos,
pois possibilitam conhecer as espécies prevalentes, po-
dendo contribuir com o direcionamento da terap€utica,
mas ndo se recomenda a pesquisa de colonizagio oral
na pratica médica de rotina, pois nao traria impacto
para a clinica, além de gerar custos desnecessarios.

C. albicans foi a espécie predominante (80%) e C.
glabrata foi a espécie nao albicans mais frequente entre
os pacientes estudados. Outros inquéritos também evi-
denciaram a prevaléncia destes microrganismos na mu-
cosa oral de pacientes com HIV/AIDS.(#$222) C. albicans
€ a espécie mais comumente isolada da mucosa oral de
individuos HIV positivo, com frequéncias variando de
70 a 82,1%.%% C. glabrata emergiu como importante
patdgeno, sobretudo na mucosa oral, quer como um
agente coinfectante com C. albicans ou como Unica es-
pécie isolada de lesoes orais. As infecgoes orofaringeas
associadas a C. glabrata tendem a ser mais graves e mais
dificeis de tratar do que as candidiases associadas exclu-
sivamente a C. albicans.1721:2227)

Analisamos os fatores que poderiam influenciar na
colonizacao oral por Candida spp. em pacientes com in-
feccao pelo virus HIV. Nosso estudo demonstrou que
houve maior risco de colonizagao pela levedura em pa-
cientes com 45 anos ou mais, € que esse risco aumenta
com a idade. Esebelahie et al.,?” também identificaram
que a colonizac@o oral por Candida spp. em pacientes
HIV em HAART aumenta com a idade, sendo mais pre-
valente na faixa etdria de 61 a 70 anos. Kantheti et al.,*®
demonstraram correlacao entre a presenca de Candida
na cavidade oral de individuos HIV positivo e idade,
estando esse risco presente no grupo de individuos que
nao fazem uso de HAART com 41 a 50 anos e entre as
pessoas sob HAART de 51 a 60 anos. Entre os pacientes
de meia-idade e idosos, ha maior uso de préteses denta-
rias, o que pode justificar o maior risco de colonizagao e
infecgao por Candida spp. nesta faixa etaria.!”

Os antivirais inibidores da protease revolucionaram
o tratamento da AIDS, reduzindo as infecgoes oportu-
nistas, especialmente a candidiase.?” A atenuacio das
infecgoes pode resultar nao apenas da melhoria do es-
tado imunoldgico, mas também como consequéncia da
inibicao direta de aspartil proteases de Candida spp.©”
Os inibidores da protease inibem a expressao de aspartil

proteases in vivo e selecionam biotipos fungicos, afe-
tando a prevaléncia e a sensibilidade a antifliingicos em
Candida spp.©Y Nesta pesquisa, nao encontramos cor-
relacao significativa entre o status de portador de espé-
cies de Candida e terapia antirretroviral com inibidores
da protease, corroborando outros estudos. 7263233

Os resultados deste estudo demonstraram que as
contagens de linfocitos T CD4 nao influenciaram na
ocorréncia de levedura na mucosa oral. Este resultado
¢ confirmado por outros autores que relataram que
a média da contagem de linfécitos T CD4 para os in-
dividuos HIV positivo nao diferiu entre aqueles com
levedura na cavidade oral e os pacientes em que o fun-
go nao foi detectado.(¢?323) No entanto, algumas pes-
quisas evidenciaram que uma contagem de linfécitos T
CD4 inferior a 200 células/mL pode ser fator de risco
para colonizacao por Candida spp.**?7)

Os testes de suscetibilidade a antifingicos permi-
tem determinar o melhor tratamento para cada mi-
crorganismo e contribuem para o conhecimento da epi-
demiologia local e global das resisténcias fungicas.(®
Por meio dos testes de microdiluicao em caldo, identi-
ficamos baixa frequéncia de isolados orais de Candida
spp resistentes a fluconazol (1%), cetoconazol (1%) e
itraconazol (4%). Achados semelhantes foram relata-
dos por outros autores, que identificaram um peque-
no percentual de leveduras resistentes ao fluconazol
(0,7%),*? cetoconazol (1,5%)@9 e itraconazol (4,7%).(
Entre os azolicos testados, a maior frequéncia de re-
sisténcia foi observada contra o itraconazol. Este dado
¢ similar ao de estudos prévios.(17353) A resisténcia de
espécies de Candida aos compostos azdlicos tem sido
frequentemente atribuida a uma pressao seletiva causa-
da por agentes antifingicos, devido a exposicao a varios
cursos de terapias de supressdo a curto ou longo prazo
em pacientes com candidiase oral.'® O tratamento da
candidiase oral ainda é um desafio; por isto, estudos de
suscetibilidade antifiingica devem ser realizados, quando
possivel, antes que a terapia antifingica seja iniciada.”

CONCLUSAO

Candida albicans foi a espécie mais prevalente na muco-
sa oral de pacientes HIV positivo. Os individuos na fai-
xa etdria a partir dos 45 anos apresentaram maior risco
de colonizacao oral por espécies de Candida. A maioria
dos isolados foi sensivel aos antiftingicos azdlicos. Esses
achados destacam a importancia da identificacao preci-
sa e correta das espécies de Candida pelas abordagens
moleculares e oferecem informacoes tteis para a sele-
¢do de farmacos para o tratamento de pacientes com
candidiase oral.
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