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A candidiase é uma das infeccdes flngicas mais freqiientes entre os pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A candidiase oral acomete cerca de
80 a 95% desses pacientes. E causada por distintas espécies de leveduras do género Candida,
e atualmente vem atuando como importante marcador progndstico € na progressdo da
infeccdo pelo HIV. A criptococose € uma micose sist€émica grave, sendo considerada
atualmente a segunda infeccdo flingica oportunista mais comum entre pacientes
imunocomprometidos. Essa doenca é causada principalmente por duas espécies do complexo
Cryptococcus neoformans, quais sejam Cryptococcus neoformans (sorotipo A, D e AD) e
Cryptococcus gattii (sorotipo B e C). O presente estudo objetivou a caracterizacdo € a
determinacdo do perfil de susceptibilidade in vitro a cinco drogas antifingicas de leveduras
dos géneros Candida e Cryptococcus de distintas amostras clinicas provenientes de pacientes
HIV positivos. A caracterizacdo dos isolados de Candida spp foi realizada por meio da
metodologia cléssica, testes bioquimicos (zimograma e auxanograma) e morfolégicos (prova
do tubo germinativo e microcultivo em lamina). A pureza destes isolados foi verificada pela
utilizagdo do meio de CHROMagar Candida, o qual foi também ttil para a confirmagao das
espécies pela metodologia cldssica. Ja para os isolados de Cryptococcus spp, a caracterizacao
foi realizada através da quimiotipagem em meio L-canavanina-glicina-azul de bromotimol
(CGB) e a pureza dos isolados avaliada pela semeadura em meio dgar niger. As colonias de
todos os isolados confirmados quanto a sua pureza foram submetidos a determinacao do perfil
de susceptibilidade in vitro. Para a determinacdo desse perfil, foram utilizadas cinco drogas
antifingicas (cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B) e o método
comercialmente disponivel - Etest. De 160 pacientes infectados pelo HIV, foram identificados
131 isolados de leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus dos quais 105 eram espécies
de Candida spp e 26 espécies de Cryptococcus spp. As seguintes espécies de leveduras do
género Candida foram identificadas: 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 (0,9%) Candida guiilliermondii. Das leveduras do género Cryptococcus foram
caracterizados 25 (96,1%) C. neoformans e 1 (3,9%) C. gattii. Comparando os valores de
CIM de cada droga para os isolados de leveduras do género Candida, observou-se um amplo
espectro de variacdo frente aos antifiingicos testados e freqiiéncia elevada de resisténcia em
relacdo aos valores de CIMy, para maioria das cepas isoladas. Os isolados de C. neoformans
em sua maioria apresentaram-se susceptiveis aos cinco antifingicos testados, enquanto que o
isolado de C. gattii demonstrou resisténcia in vitro ao cetoconazol e itraconazol. Valores de
CIM mais elevados para todos os antiftingicos testados foram observados para o C.
neoformans isolados de LCR, quando comparados aos outros sitios de isolamento, exceto para
anfotericina B que apresentou valores semelhantes em todos os sitios.



ABSTRACT



k<.

Candidiasis is one of the most frequent fungal infections among patients infected with
human immunodeficiency virus (HIV) and oral candidiasis occurs in 80 to 95% of cases. It is
caused by distinct yeast species of the Candida genus and is currently used as an important
marker of prognosis and progression of HIV infection. Cryptococcosis is a systemic mycosis
and considered the second most common opportunistic fungal infection among
immunocompromised patients. This disease is principally caused by two species of the
complex Cryptococcus neoformans, C. neoformans (serotype A, D and AD) and C. gattii
(serotype B and C). The study aimed to characterize yeasts of the Candida and Cryptococcus
genera from distinct clinical samples taken from HIV+ patients. Characterization of the
Candida spp isolates was performed by the classic methodology, biochemical (zimogram and
auxanogram) and morphological tests (germinative tube growth test and slide microculture),
while isolate purity was verified using Candida CHROMagar culture medium, which was also
useful for species confirmation by the classic methodology. The Cryptococcus spp isolates
were characterized by chemotyping in L-canavanine-glycine-bromthymol blue (CGB)
medium and isolate purity was verified by seeding in niger seed agar. Colonies of all the
confirmed isolates presenting high purity were submitted to in vitro susceptibility profile
determination. For profile determination, five antifungal drugs (ketoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol and amphotericin B) were used as part of a commercially available
method, the Etest. From 160 HIV-infected patients, 131 yeasts isolates from the Candida and
Cryptococcus genera were identified, of which 105 were isolates of Candida spp species and
26 were Cryptococcus spp. The following Candida genus yeast species were identified: 82
Candida albicans (78.1%), 8 C. parapsilosis (7.6%), 8 C. tropicalis (7.6%), 4 C. krusei
(3.8%), 2 C. glabrata (1.9%), and 1 C. guiilliermondii (0.9%). Of the Cryptococcus genus
yeast species characterized, 25 (96.1%) were Cryptococcus neoformans and 1 (3,9%) was C.
gattii. Comparing the MIC values of each drug for the Candida genus isolates, observation
revealed a wide spectrum of variation against the antifungal drugs tested and high resistance
in relation to MICy, values for the majority of the isolated strains. The C. neoformans isolates
were susceptible to the five antifungal drugs tested; however, the C. gattii isolate showed in
vitro resistance to ketoconazol and itraconazol. Higher MIC values for all the antifungal drugs
tested were observed for C. neoformans isolates from cephalorachidian liquid compared to
other isolation sites, except for amphotericin B, which presented similar values.
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No cendrio mundial, aproximadamente 40 milhdes de individuos encontram-se hoje
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). No Brasil foram notificados, até
junho de 2007, 474.273 casos de pacientes acometidos pela sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), sendo 26.757 casos registrados na regido Centro-Oeste. Com o advento da
AIDS, houve um importante aumento na freqiiéncia de infec¢des oportunistas, as quais afetam
os individuos em estdgio mais avangado pela infeccdo do HIV. Ao longo da tltima década,
tem sido observado aumento de infeccdes bacterianas e fingicas tais como: tuberculose,
pneumocistose, candidiase, diarréia crOonica por  isosporiase, criptosporidiose,

. . . 1
neurotoxoplasmose, neurocriptococose, citomegalovirose, dentre outras.

A pandemia da AIDS representa fendmeno global, dindmico e instivel, cuja forma de
ocorréncia nas diferentes regides do mundo depende, entre outros determinantes, do

g . . 23
comportamento humano individual e coletivo.

Atualmente, novas tecnologias em terapias médicas e cirtrgicas t€ém sido desenvolvidas
para melhorar a qualidade de vida de pacientes imunodeprimidos. Contudo, este aumento de
sobrevida tem contribuido para o aumento das infec¢des flngicas oportunistas, em
conseqiiéncia do aumento da exposi¢do a esses microrganismos. A epidemia da AIDS tem
agregado uma crescente populacdo de individuos imunodeprimidos, susceptiveis as infec¢oes
por fungos. Estas infec¢des fingicas apresentam cardter grave, de rdpida progressdo, dificil
diagndstico e tratamento. A incidéncia de micoses oportunistas invasoras tem aumentado
significativamente nos ultimos anos. Dentre as infec¢Oes flingicas que mais acometem
pacientes com AIDS as candidiases sdo muito freqiientes e a neurocriptococose € considerada

uma das mais graves. *

A Candidiase orofaringea (COF) € a infec¢do flingica oportunista mais comum

encontrada em pacientes HIV positivos. Tem sido estimada em cerca de 90% a propor¢ao
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desta afecc@o entre as infecgdes oportunistas que ocorrem durante a progressao da AIDS. As
lesdes provocadas pela candidiase orofaringea sdo preditoras da atividade do retrovirus,
mesmo quando o processo de imunodepressao ainda nao esteja totalmente instalado. Tem sido
relatado na literatura que o aparecimento dessa afec¢ao ocorre mesmo com altas taxas de CDy,

. 35
apesar da maioria dos casos ocorrer com taxas menores que 200 cels/mm”.

A C. albicans é a espécie mais prevalente isolada em quadros de candidiase orofaringea
nesse grupo de pacientes, porém as espécies ditas ndo-albicans estdo emergindo com uma
freqiiéncia cada vez mais expressiva nos ultimos tempos. Dentre as espécies ndo-albicans, as
mais comumente isoladas de pacientes HIV positivos sdo: Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida krusei, Candida glabrata, Candida guilliermondii e mais recentemente

Candida dubliniensis. ®

A C. dubliniensis é pouco encontrada na pratica clinica em funcdo de sua semelhanca
fenotipica a C. albicans. Porém, atualmente, seu isolamento tem sido cada vez mais freqiiente
em orofaringe de pacientes HIV positivos. Embora a maior parte das espécies de C.
dubliniensis seja susceptivel ao fluconazol, tem sido demonstrado na literatura resisténcia in

vitro a esse antifingico. Esse fato pode ser devido aos tratamentos profilaticos das COF. 78

A criptococose vem assumindo papel relevante na histéria da AIDS por ser considerada
uma das micoses mais comumente diagnosticadas entre os pacientes infectados pelo HIV e,
também, a principal responsavel pela morbidade e mortalidade dos mesmos. Esta doenca
provoca vérias manifestacdes clinicas graves que acometem principalmente o sistema nervoso
central (SNC) e, em particular, as meninges. ? E causada é causada por duas espécies do

complexo Cryptococcus neoformans, C. neoformans (sorotipo A, D e AD) e Cryptococcus

gattii (sorotipo B e C). 10
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O tratamento de elei¢do para candidiases € o fluconazol, por apresentar valores baixos de
concentracdo inibitéria minima, propriedades farmacocinéticas satisfatérias, boa tolerancia
pelos pacientes e menos efeitos adversos. ' 2No entanto, devido ao seu uso em larga escala
para profilaxia das infecgdes fungicas, tem sido relatado um aumento significativo de

oA . . i 13
resisténcia de espécies de Candida spp a esta droga azodlica.

Desde a introducdo dos azdis por via oral, sucessivamente varios estudos t€ém indicado
que cepas de C. albicans ja desenvolveram resisténcia as drogas azdlicas disponiveis,
especialmente fluconazol. Além disso, cepas de C. albicans e espécies ndo-albicans estdo
emergindo como sendo menos sensiveis e intrinsecamente resistentes, respectivamente a

. <o 14,15,16,17,18
terapia por azois.

Com o advento da terapia antiretroviral altamente ativa (HAART) eficaz para o
tratamento da infeccao pelo HIV, observa-se um cendrio em que estratégias antifingicas sao
mais propicias para a obten¢do de resultados eficazes, tendo em vista a melhora do sistema

. A . . .1 1920
imune em decorréncia da terapia antiretroviral. 5

O tratamento da criptococose baseia-se na terapia inicial com anfotericina B, seguida por
uma terapia de manutencdo com um derivado azdlico como fluconazol ou itraconazol. O
fluconazol apresenta boa atividade antiftingica frente ao C. neoformans. A anfotericina B tem
sido usada ha mais de 50 anos e continua sendo a primeira op¢do terapéutica para tratamento

. . . . 21 . .
das micoses mais graves e disseminadas, © sendo reservada para os casos mais graves, devido

as freqiientes reacdes adversas. >

O estudo da susceptibilidade in vitro aos antiftingicos proporciona a obtencdo de dados
relativamente confidveis no momento da selecdo da terapia a ser empregada para tratamento
das infeccOes fungicas, principalmente em casos em que na pratica clinica ocorram insucessos

At 22 . . c 1A . . ~ . . .
terapéuticos ~°. Devido ao aumento da incidéncia das infec¢des flingicas, em pacientes com
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AIDS, houve um aumento do uso de azdis para o tratamento, assim como seu uso profilatico,
desencadeando o desenvolvimento de resisténcia. Por estas razdes, também tem sido
justificada a necessidade da implanta¢do na rotina laboratorial dos métodos de determinagao
da susceptibilidade in vitro para C. neoformans a diferentes antifingicos. Este procedimento
pode ser util para avaliar a eficdcia do tratamento e também acompanhar a evolug¢do da

2
doenca. 3

Nos ultimos anos, vdrias técnicas laboratoriais t€ém sido empregadas para estudo da
resisténcia in vitro a drogas antifingicas. Houve necessidade de padronizacdo destas técnicas,
culminando com a implantacdo do método padrdo de referéncia, isto é, microdiluicio em
caldo, proposto pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Métodos alternativos
tém sido empregados, sendo o Etest® uns dos mais confidveis representando técnica de fécil

aplicacdio na rotina laboratorial e apresenta boa concordancia com CLSI. 2%

Diante do exposto, encontra-se justificada a importancia da caracterizacdo laboratorial
especifica das leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus, assim como dos testes de
susceptibilidade in vitro, para direcionar de maneira mais eficaz e satisfatéria a escolha da
terapéutica antiftingica, incluindo a avalia¢do de novas drogas e detec¢do de cepas resistentes
no cendrio da AIDS. Vale ressaltar que no Estado do Mato Grosso (Centro-Oeste do Brasil),

nao foram registrados, até este momento, dados referentes a estes aspectos.
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A sindrome da imunodeficiéncia adquirida € caracterizada por intensa imunodepressao do
hospedeiro, causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), manifestando-se por uma

. . L 26
grande variedade de sintomas e sinais clinicos.

A identificacdo do HIV e da sindrome da AIDS ocorreu hd pouco mais de duas décadas,
porém o numero de pessoas infectadas e doentes tem aumentado vertiginosamente nesse

periodo de tempo. *’

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida foi reconhecida pela primeira vez nos Estados
Unidos da América (EUA) em meados de 1981 em Los Angeles - Califérnia. Logo ap6s,
ocorrerem cinco relatos de pneumonias causadas pelo Pneumocystis carinii (PCP) em
homossexuais jovens, sendo comunicados 26 casos de Sarcoma de Kaposi em homossexuais
em Nova York e Califérnia, assim como de outras infec¢des oportunistas. Em 1982, a doenca
foi detectada em usudrios de drogas injetdveis de ambos os sexos, receptores de transfusao de
sangue e hemofilicos. Em 1984 o virus da imunodeficiéncia humana foi responsabilizado
como o agente etioldgico da AIDS. O HIV como todos os retrovirus € um virus com genoma

RNA, pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Lentiviridae. 328,29

Sua estrutura fisica foi definida em 1985, caracterizado como um virus primitivo, de
formato esférico, com uma dupla membrana de lipoproteinas (envelope viral) e um cddigo
genético de RNA. Além da membrana lipidica, apresenta duas glicoproteinas (gp41 e gp120).
Internamente a estas membranas, estd a matriz protéica, formada pela proteina pl7 e o

capsideo viral, composto pela proteina p24. ***

Duas formas do virus HIV sdo conhecidas, o HIV tipo I isolado em 1983, sendo o

responsavel pela AIDS humana e causador da epidemia mundial apresenta-se distribuido por

1,12,30

todo o mundo, e o HIV tipo II identificado em 1986 em pacientes da Africa Ocidental, é
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1,12,28

mais restrito em regides da Africa , porém ha casos diagnosticados na Europa e Américas

. . . . 30
do Norte e Sul, apresenta estrutura similar ao primeiro, porém parece ser menos virulento.

As doencas retro-virais caracterizam-se pela expressdo génica viral restrita, laténcia e
persisténcia vitalicia do virus frente as respostas imune do hospedeiro. A infec¢do inicial com
o HIV tipo I provoca, quando sintomdtica uma sindrome viral aguda com diversas
manifestagdes caracterizadas por: febre, linfadenopatia, faringite e erup¢do cutanea. Outros
sinais e sintomas que podem ocorrer sdo: mialgias, artralgias, leucopenia, trombocitopenia,

nduseas, diarréias, cefaléia, encefalopatias. 28

A 1identificagdo, em 1981, da sindrome da imunodeficiéncia adquirida tornou-se um
marco na histéria da humanidade. A epidemia da infec¢do pelo HIV e da AIDS representa
fenomeno global, dindmico e instdvel, cuja forma de ocorréncia nas diferentes regides do
mundo depende, entre outros determinantes, do comportamento humano individual e coletivo.
No Brasil € resultante das profundas desigualdades da sociedade brasileira. A propagacao da
infec¢do pelo HIV e da AIDS revela epidemia de madltiplas dimensdes € que vem sofrendo

~ . 1 - e . 3
transformagoes epidemioldgicas significativas.

Existem atualmente cerca de 40 milhdes de individuos infectados pelo HIV no mundo,
dos quais a metade sao mulheres. No Brasil, a prevaléncia da infeccdo pelo HIV é de até
0,5%, observando-se uma tendéncia atual de expansdo da epidemia entre as mulheres € um
deslocamento dos grandes centros urbanos da regido sudeste para as demais regides
geograficas. Desta forma, a razdo homem/mulher entre os infectados tem sofrido uma redugdo
gradual de 18,5 na década de 1980 para 1,5 em 2004. A maior taxa de incidéncia em mulheres

foi observada em 2003: 14,1 casos/100 mil mulheres. 1,27

De 1980 a junho de 2007 foram notificados 474.273 casos de AIDS no Pais — 289.074

no sudeste, 89.250 no Sul, 53.089 no Nordeste, 26.757 no Centro Oeste € 16.103 no Norte.
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Segundo critérios da Organiza¢do Mundial de Saide (OMS), o Brasil apresenta uma epidemia
concentrada, com taxa de prevaléncia da infeccdo pelo HIV de 0,6% na populagdo de 15 a 49
anos. Em ambos os sexos, a maior parte se concentra na faixa etdria de 25 a 49 anos. No
entanto, nos ultimos anos houve um aumento percentual de casos na populacdo acima de 50

1
anos, €m ambos 0s sexos.

Em Mato Grosso, a AIDS foi identificada pela primeira vez em 1984. A partir da
década de 90, observou-se disseminacao da doenca para o interior o Estado. Porém, a capital
Cuiabd ainda concentra a maioria dos casos (cerca de 70%). No periodo de 1984 a junho de
2007, foram notificados no Estado 5.669 casos de AIDS, observando-se aumento progressivo
do nimero de casos, assim como da razdo de género (feminino/masculino). Dos casos de
AIDS notificados, 66% foram do sexo masculino e 34% do sexo feminino. Porém, observa-se
que a incidéncia no sexo feminino vem aumentando consideravelmente, a semelhanca de
outras regides do pais. Em 1984 a razdo masculino/feminino era de 32:1, passando para 1,4:1

em 2003. 3!

Com a introdu¢do da terapia HAART, observaram-se avangos no tratamento da
infeccdo pelo HIV. *? Pela utilizacdo dessa terapia houve uma supressdo da replicacdo viral
em niveis mais baixos e uma recuperacdo parcial das taxas de linfécitos TCD,.
Conseqiientemente, a incidéncia de infec¢cdes oportunistas afetando estes pacientes obteve um
declinio. No entanto, as infec¢des oportunistas continuam a ser um problema entre os
pacientes com um diagnéstico tardio de infeccdo pelo HIV e entre os pacientes nao-

responsivos a terapia HAART. **

Essa terapia consiste geralmente em dois andlogos nucleosideos inibidores da
transcriptase reversa € pelo menos um inibidor de protease. Ou entdo inibidores nao-

nucleosideos da transcriptase reversa do virus HIV. Com essa terapia de alta poténcia houve
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uma melhora do sistema imune do hospedeiro, proporcionando o aumento da sobrevida e
diminui¢io da progressio para AIDS. ** Portanto, com a introducio da HAART e sua
distribuicao universal e gratuita pelo ministério da saide, houve uma significativa queda nas

. 32
taxas de mortalidade por essa doenga no pais

O regime de tratamento por esta terapia € bastante complexo e possui muitos efeitos
colaterais. A aderéncia € dificil e o tratamento deve ser realizado por toda a vida. O virus ndo
¢ erradicado, permanecendo latente no genoma das células T de memodria do hospedeiro,

pronto para ser reativado quando ocorre suspensao da terapia. 12

Além disso, na literatura tem sido relatado casos de uma sindrome da reconstituicao
imunoldgica em resposta do uso da terapia HAART. Esta sindrome inicia-se apds o terceiro
més sob uso dessa terapia, mostrando caracteristicas de exacerbagdo da resposta inflamatéria,

. ~ . . o z . 2 4
em virtude da recuperacio do sistema imunolégico contra vérios patégenos. >

2.1 Infecc¢oes oportunistas nao flingicas

Sdo definidas como infec¢des que dificilmente acometem individuos com sistema
imunoldgico higido, ocorrendo quando um ou mais mecanismos de defesa sdo inativados por
uma determinada patologia ou deficiéncia imunoldgica. Desta forma, o individuo torna-se
mais susceptivel ao aparecimento de infecgdes. ¥ Ao longo da dltima década tém sido
observado aumento de infec¢Oes bacterianas e fungicas tais como: tuberculose,
pneumocistose, candidiase, criptosporidiose, neurotoxoplasmose, neurocriptococose,

citomegalovirose, dentre outras. !
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2.2 Infecgoes oportunistas fingicas

2.2.1 Criptococose

z.

E uma infec¢do fungica sist€émica, de cardter oportunista, causada pela levedura
encapsulada Cryptococcus neoformans, a qual possui tropismo pelo sistema nervoso central,
respiratorio e tegumentar. Afeta com grande freqiiéncia os pacientes imunodeprimidos, quase

sempre sob a forma de lesdes, principalmente nos pulmoes e SNC. 36

Em 1894, Francesco Sanfelice isolou pela primeira vez o Cryptococcus neoformans.
Este trabalho representou o marco inicial dos estudos sobre criptococose. As leveduras do
género Cryptococcus sdo classificadas no Reino Fungi, como membros pertencentes a
divisdo: Eumycota; Filo: Basidiomycota; Ordem: Filobasidiaceae; Género: Cryptococcus. >’

O género Cryptococcus € composto por 19 espécies diferentes, entretanto, apenas as
espécies C. neoformans e C. gattii sdo passiveis de causar quadros de criptococose humana.
Existem outras espécies deste género relatadas na literatura que podem ser isoladas da pele
humana e que, em raras situacdes, causam primariamente quadros profundos, de pele e de
onicomicoses. Dessa forma, temos as espécies C. albidus (quadros de meningites e infec¢cdo

pulmonar), C. laurentii (abscesso pulmonar), C. terreus (saprébio da pele humana), e C.

uniguttulatus (onicomicose). 39

Baseando-se nos antigenos especificos da cdpsula polissacaridea, o Cryptococcus
neoformans apresenta cinco sorotipos, (A, B, C, D e AD), sendo subdividido em trés
variedades: variedade grubii (sorotipo A), variedade neoformans (sorotipo A, D e AD) e

variedade gattii (B e C). 3940

Posteriormente a 2006 ocorreram vérias mudangas na taxonomia
deste agente, sendo que o C. neoformans, que antes compreendia a ordem Filobasidialles,

agora foi introduzido na ordem Tremelalles. Outra mudanca foi baseada em marcadores

moleculares, sendo o tidxon proposto para este agente o seguinte: a espécie C. neoformans
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com duas variedades, C. neoformans var. grubii (sorotipo A); C. neoformans var. neoformans
(sorotipo D) e hibridos (sorotipo AD), e C. neoformans var. gattii — espécie C. gattii

(sorotipos B e C). “

O fungo é denominado C. neoformans quando se encontra na fase assexuada e
Filobasidiella neoformans na fase sexuada. Nos tecidos mostra-se como levedura
encapsulada, unibrotante, bibrotante e raramente multibrotante. O C. neoformans é um fungo
leveduriforme de aproximadamente 5 e 20 um de didmetro envolto por uma cdpsula espessa
composta por polissacarideos. Esta estrutura morfolégica lhe confere defesa perante o
processo de fagocitose realizado por macréfagos. 0 fungo é comumente encontrado na
natureza, sendo fregiientemente associada com fezes de pombos e material vegetal. E bastante
encontrado em dreas urbanas contaminadas com dejetos de pombos, apresenta distribuicdo

cosmopolita, sendo uma micose oportunista bastante comum em pacientes HIV positivos.

42,43 44

Ja a espécie C. gattii apresenta distribui¢do limitada, sendo encontrado no meio
campestre de dreas geograficas de clima tropical e subtropical. O habitat de C. gattii vem
sendo relacionado ao cultivo de espécies de Eucaliptos, em especial Eucalipytus camadulensis
e Eucalipytus tereticornis, devido a presenca de grandes quantidades de lignina e compostos
polifenoles contidos nos eucaliptos. **** Em geral, essa espécie acomete individuos

. 10,47
1munocompetentes.

Macroscopicamente, as coldnias de C. neoformans, semeadas em dgar-Sabouraud e/ou
extrato de malte incubado a 25°C, apresentam-se como coldnias brilhantes, viscosas e umidas,
com tonalidade creme. Apds um meés, as colOnias apresentam textura mucdéide e aspecto de
leite condensado. Algumas amostras apds sucessivos repiques perdem esse aspecto mucoso €

tornam-se secas. O C. neoformans desenvolve-se bem a temperatura de 37°C, ndo formam
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micélio nem pseudomicélio. Considerando o metabolismo de carboidratos, nao sao
fermentadoras. Pelo contrdrio, sdo assimilativas, possuindo capacidade de utilizar inositol

L. 36,47, 4
como tnica fonte de carbono. %4748

O C. gattii tem maior capacidade de assimilar creatinina como fonte de nitrogénio do
que o C. neoformans. Vale ressaltar, também, que as leveduras desse género sdo capazes de
produzir melanina através da enzima fenol-oxidase presente em sua parede celular. Esta
enzima € capaz de oxidar substincias fendlicas presentes nos meios de cultura preparados
com extratos vegetais (cenoura, batata) ou sementes de niger (Guizotia abyssinica),
produzindo pigmento tipo melanina. Devido esta producdo de melanina pelas colonias de C.
neoformans semeadas em 4gar niger, as coldnias de C. neoformans podem ser diferenciadas

de outras leveduras ndo pertencentes ao género Cryptococcus. 36.49.50

A criptococose € adquirida através da inalagdo de esporos aerossolizados, sendo que,
na maioria das vezes, a infeccdo inicia-se com foco primério pulmonar assintomdtico. Em
individuos imunocompetentes o Cryptococcus neoformans permanece nos pulmodes e
geralmente é eliminado pelo sistema imunoldgico. Ja os pacientes infectados pelo HIV sao
susceptiveis a infeccdo pelo C. neoformans e sua manifestagao € progressiva, podendo ocorrer
disseminacdo via hematogénica para 6rgdos extra-pulmonares ** tornando-se causa comum de

C . . . . 1
meningite e doenca disseminada nestes pacientes. >

2.2.1.1 Fatores de viruléncia e patogénese

O C. neoformans € considerado um patégeno oportunista. Os fatores ligados ao
estabelecimento da criptococose ndo dependem apenas da viruléncia inerente ao fungo, mas

também de como este se esquiva da resposta imunoldgica do hospedeiro. °* Os principais
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fatores de viruléncia do C. neoformans compreendem: termo tolerancia a 37°C, producdo de

. . . . 36,48, 53, 54, 55
fenoloxidase e presenca da cdpsula polissacaridea. * 8.3, 54,

A termo tolerancia (habilidade do fungo de sobreviver e se multiplicar a temperatura
de 37°C) € uma propriedade comum dos fungos patogénicos tais como C. neoformans, H.
capsulatum, Candida spp, S. schenckii entre outros. A maioria dos isolados de C. gattii que
nao cresce de forma eficiente a 37°C néo € capaz de produzir infecc¢ao fatal em camundongos,
enquanto que isolados de C. neoformans germinam e crescem a 37°C produzindo infec¢do

letal. >>¢

A melanina interfere na viruléncia da levedura, com grande tropismo pelo SNC, o
qual se apresenta rico em catecolaminas como a 3,4- hidroxifenilamina (DOPA). A
melanogénese em varios sistemas bioldgicos inicia-se com a oxidagao da tirosina para DOPA.
Apds uma série de reacdes ocorre a formagao de melanina como produto final da reacdo. No
entanto, outros organismos podem ter a DOPA ou catecolaminas para formar a melanina
através de uma fenoloxidase. >’ O C. neoformans utiliza catecolaminas do cérebro do
hospedeiro para produzir melanina protegendo desse modo a arginina da agcdo oxidativa pela
remog¢ao dos radicais livres. As células contendo este pigmento de melanina sdo menos

oo ~ . 6,57
susceptiveis a a¢do da anfotericina B. >

7z

A presenca da capsula mucopolissacaridea € uma caracteristica distinta, sendo
considerado  importante fator de viruléncia antifagocitico e imunodepressor.
Aproximadamente 90% da cdpsula € constituida pelos polissacarideos glucuronoxilomanana,
galactoxilomanana e manoproteina. 5354 A diferenca na estrutura das glucuronoxilomananas
de sua parede celular permitiu a identificacdo dos cinco sorotipos conhecidos. O tamanho da
capsula € determinado pelo gendtipo e condi¢des de crescimento oferecidas sendo que as

leveduras mostram cdpsulas pequenas quando no ambiente e espessas durante a infecgdo. *
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2.2.1.2 Caracterizacao de leveduras do género Cryptococcus

O diagnéstico da criptococose baseia-se em trés fundamentos: a demonstracdo do
fungo no material clinico por meio do exame direto € o isolamento em cultura e através de
provas bioquimicas para a diferenciacdo das espécies e testes soroldgicos. As leveduras do
género Cryptococcus coram-se bem por tinta da China ou tinta nanquim na realiza¢do do
exame direto devido a sua cdpsula ndo permitir a penetracao do corante e com isso podem ser
visualizadas estruturas que lembram um “céu estrelado” com o fundo negro e as leveduras
transluminescentes, *° pode ser realizado nas mais variadas amostras clinicas como, por
exemplo: liquor, sangue, escarro, lavado bronco-alveolar (LBA), urina, secre¢do de lesdes

cutaneomucosas, bidpsias, secrecdes prostaticas, puncdes entre outros. *>-°

Estas leveduras sao cultivadas normalmente em dgar Sabouraud tanto a temperatura
ambiente quanto a 37°C; crescem de 48 a 72 horas ou até em uma ou duas semanas. Suas
colonias apresentam-se de coloragdo creme planas ou ligeiramente elevadas, brilhantes,
umidas que logo se tornam mucdides e tendem a assumir uma coloragdo acastanhada. O C.
neoformans € freqiientemente cultivado em &4gar niger (Guizotia abyssinica). Neste meio
apresentam coloragdo marrom escura, pois, o agar niger € rico em fendis, os quais sao
oxidados pela fenoloxidase sintetizada por este fungo caracterizando as coldonias com uma
coloragdo marrom escura. As espécies C. neoformans e C. gattii deste género sdo capazes de

produzir melanina quando semeadas em dgar niger formando coldnias marrom-escuras. > **

60, 61

C. gattii cresce bem em dgar composto por substancias que apresentam canavanina e
glicina em sua composi¢do como € o caso do meio L-canavanina-glicina-azul de bromotimol
(CGB). Para diferenciar as espécies de C. neoformans e C. gattii pode ser utilizado o meio

CGB sendo este teste baseado em dois parametros metabdlicos. Isolados da variedade gattii:
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assimilam a glicina como tnica fonte de carbono e nitrogénio e sdo resistentes a canavanina.
Portanto, o teste positivo é observado quando a cor amarelo-esverdeada do meio torna-se
azul-cobalto como resultado da alcalinizagdo do meio em decorréncia da amonia liberada
durante a degradacao da glicina C. neoformans nao demonstra mudanga na coloragdo do meio

~ . inn 62
por ndo usar essa via metabdlica.

O teste da urease é uma prova bioquimica utilizada para identificacio do género
Cryptococcus, pois, leveduras pertencentes a este género sio capazes de realizar a hidrélise da
uréia com producdo de amodnia. A alcalinizagdo do meio, por este processo, causando a
mudanca do indicador de pH neutro para bésico evidenciando, uma coloracdo de tom rdéseo

36, 62

intenso. Uma diferenca existente entre as espécies € a inibi¢do da urease por C. gattii na

presenca de EDTA. Este fato ndo ocorre com C. neoformans. 36

2.2.2 Candidiases

As primeiras infec¢des causadas por leveduras, em geral, foram descritas a partir do
século V antes de Cristo. Porém, somente em 1839 ocorreram as primeiras observacoes

microscépicas de leveduras do género Candida. *

As leveduras sao microrganismos predominantemente unicelulares, imoéveis e
congregam um grupo funcional de organismos heterotréficos que colonizam substratos
contendo fontes de carbono. Com relacdo a faixa de temperatura sdo classificadas como
mesofilos crescendo preferencialmente entre 18° e 45° C. Taxonomicamente pertencem a 100

A P 64
géneros entre as classes Ascomycetes e Basidiomycetes.

As leveduras que compreendem o género Candida sdo classificadas no Reino Fungi,

como membros do Phylum Ascomycota, divisdao Deuteromycetes, ordem Saccharomycetales,



Revisdo Bibliografica 17

familia Saccharomycetaceae. '’ Este género compreende aproximadamente 200 espécies que
se reproduzem assexuadamente por brotamento. Essas leveduras possuem tanto a capacidade
fermentativa quanto assimilativa, sendo capazes de crescer em uma variedade de substratos

AL 6
organicos. 5

Sdo encontradas em varios nichos ecolégicos como no meio ambiente, sendo isoladas
em solos, dgua, vegetais e também pode ser encontradas habitando o corpo humano como
comensais. Podem estar presentes em amostras clinicas em decorréncia de contamina¢do
ambiental, colonizacdo ou por processo infeccioso. Portanto, o significado de sua presenca em
material biolégico, depende do nimero de amostras positivas com 0 mesmo organismo em
um mesmo paciente, do niimero de colonias formadas e se 0o material € proveniente de sitios

estéreis ou nio. %

No homem, a C. albicans tem como habitat a mucosa digestiva e por proximidade
anatdmica a mucosa vaginal. O espectro das candidiases € bastante extenso, indo desde
colonizag¢do de mucosas até quadros sistémicos com a invasao de varios 6rgaos. As mucosas

. . . ~ . A 3
mais freqiientemente envolvidas sdo as da boca, vagina e es6fago. 8

A cavidade oral é colonizada por C. albicans ou também por outras espécies de
leveduras do género Candida em 40% a 60% nos individuos sauddveis. No momento em que
houver presenca de fatores predisponentes estas leveduras poderdo tornar-se patogé€nicas e

provocar candidiases com manifestacdes agudas ou cronicas. ©” %

As diferentes espécies de leveduras do género Candida possuem suas caracteristicas
proprias de patogénese. Contudo, sdo freqiientemente observadas em quadros infecciosos
essencialmente oportunistas que acometem pacientes com algum tipo de imunodepressao.

Uma série de fatores predisponentes vem sendo associados a ocorréncia destas candidiases
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podendo ser agrupados aqueles inerentes ao hospedeiro e por outro, naqueles extrinsecos ou

. P i e 48,69,70
referentes aos procedimentos médicos iatrogénicos. * %

As candidiases podem acometer vérios tecidos do corpo humano apresentando
diversos tipos de apresentagdes clinicas, podendo ser superficiais, localizadas, profundas ou
até mesmo disseminadas. As manifestacdes clinicas podem ser: agudas, subagudas, cronicas
ou espontaneas. Geralmente estdo associadas e progridem de acordo com o grau de

comprometimento do sistema de defesa do hospedeiro.

2.2.2.1 Caracterizacao de leveduras do género Candida

Das 200 espécies que compreendem o género Candida 15 sdo de importancia médica.
A espécie isolada em maior freqiiéncia principalmente em quadros de candidiase orofaringea
€ a C. albicans; no entanto outras espécies denominadas “ndo-albicans”, tais como C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. dubliniensis tem aumentado

significativamente em distintos quadros de infec¢do. > " 7% 7

As técnicas convencionais para identificacdo das espécies de leveduras do género
Candida sdao baseadas principalmente em métodos bioquimicos tais como: fermentacido e
assimilacdo de carboidratos segundo Kurtziman & Fel (1998)*, habilidade em formar tubo
germinativo a 37°C em soro e produzir clamidoconidios em agar fub4 acrescido de Tween 80,
a excecdo de Candida dubliniensis, tendo em vista que a mesma apresenta similaridades

s : 64,71
fenotipicas a C. albicans . ™

C. dubliniensis foi descrita por Sullivan et al. (1995)"", sendo freqiientemente
isolada de cavidade oral de pacientes HIV positivos. Sua prevaléncia varia entre vdrias

regides, sendo mais encontrada no hemisfério norte e mais raramente na América do Sul

74, 175, 76

segundo alguns estudos. E fenotipicamente semelhante a C. albicans, sendo sua
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distingdo mesmo um desafio para os laboratérios de micologia. A importancia da sua correta
identificac¢do estd fundamentada no perfil epidemiolégico e nas intervencdes terapéuticas. A
maioria dos isolados de C. dubliniensis mostraram ser susceptiveis a drogas antifingicas
atualmente utilizadas, porém, t€m sido demonstrado que elas podem desenvolver rapidamente

N P . 77,7
resisténcia in vitro ao fluconazol. "

Diante da impossibilidade dos testes fenotipicos com a finalidade de caracterizar a
espécie C. dubliniensis, verifica-se a necessidade de recorrer a técnicas moleculares para
deteccao de caracteristicas genotipicas. Para tanto, as mais utilizadas sdo: a reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) e a amplificagdo randomica do DNA (RAPD). Entretanto, métodos
moleculares tornam-se restritos aos laboratérios de pesquisa e freqiientemente nio sdo
inseridos na rotina laboratorial, devido ao custo. Desta forma, os testes fenotipicos vém sendo

aperfeicoados com a finalidade de serem utilizados para estratégias de triagem. ”*

A espécie C. albicans pode ser identificada de forma ripida e presuntiva,
primariamente através da prova do tubo germinativo onde se verifica a formacdo de tubos
germinativos na amostra incubada com soro bovino fetal a 37°C por 3 horas. A identificacdo
das outras espécies é confirmada através de provas bioquimicas que consistem na capacidade
de cada espécie assimilar e fermentar compostos quimicos que representam diferentes fontes
de carbono e nitrogénio. H4 alguns anos estio disponiveis “kits” comerciais para identificacdo

de leveduras pela técnica de turbidimetria. 48

O microcultivo em dgar fubd acrescido de Tween 80, incubado a 28° C por até sete
dias evidencia a presenga de clamiddsporos terminais quando o isolado € C. albicans. As
outras espécies de leveduras do género Candida nestas condicdes apresentam caracteristicas
micromorfolégicas tais como: tipo de brotamento, presenca ou ndo de pseudo-hifas e

distribuicdo dos blastoconidios ao longo destas estruturas. *'
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O CHROMagar Candida € um meio cultura cromogénico que permite a identificacao
presuntiva e diferencial de leveduras clinicamente importantes dentro de 24 a 48 horas, com
base na formacdo de cores fortemente contrastantes das colonias. ** Este meio contém
substrato cromogénico que € metabolizado por diferentes enzimas de Candida spp como a [
glucosaminidase, a qual permite a formacao de coldnias em tonalidades distintas: verdes (C.

albicans), azuis (C. tropicalis) e rosadas (C. krusei). 83

Os perfis de assimilacdo e de fermentacdo bioquimicas podem ser também ser
determinados por sistemas comerciais de identificacio como o API ID 32 AUX e o API 20 C
AUX (Bio Meriéux). * J4 foi relatada por Alves et al. (2005)’" uma porcentagem significativa
de isolados de C. dubliniensis com perfil duvidoso quando foram submetidas ao API ID 32
AUX. Dos dezenove isolados de C. dubliniensis testados, treze culturas foram identificadas
como C. dubliniensis, mas as demais (seis) evidenciaram perfil duvidoso, embora o software
do sistema sugerisse 83,6% de chances das mesmas pertencerem a espécie C. dubliniensis. A
literatura tém registrado grande variabilidade fenotipica com esta espécie e por isto, as

identificacdes obtidas com este sistema deverdo ser consideradas como presuntivas. '’

2.3 Criptococose e HIV (Epidemiologia, distribuicao de espécies)

Infecgdes oportunistas sdao observadas com bastante freqii€ncia em individuos
imunocomprometidos particularmente nos portadores do HIV. A criptococose, micose de
carater sistémico mais freqiiente nestes pacientes € a terceira causa de doenga oportunista do
sistema nervoso central. Sua prevaléncia varia de 2,9 a 13,3% representando importante causa
de mortalidade na AIDS. *® O comprometimento da imunidade celular é considerado o

principal fator predisponente para infec¢io pelo C. neoformans.
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Com o advento da AIDS, os casos de criptococose comegaram a ocorrer com maior
freqii€ncia, acometendo cerca de um terco dos pacientes HIV positivos. Atualmente nos
Estados Unidos da América mais de 50% das infec¢des por Cryptococcus spp acometem estes
pacientes. O agente etiol6gico mais comumente encontrado neste grupo de pacientes € o C.
neoformans. A criptococose em pacientes com AIDS geralmente manifesta-se com febre,
cefaléia, mal estar e vOomitos. Lesdes cutaneas simulando molusco contagioso ocorrem em

. 6
aproximadamente 7 a 8% dos casos. >

A criptococose em pacientes infectados pelo HIV geralmente se desenvolve quando as
taxas de CDy4 encontram-se abaixo de 100 céls/mm’. O C. neoformans apresenta preferéncia
pelo SNC, liquido cefalorraquidiano (LCR), pela alta concentracido de nutrientes assimildveis
por este fungo, a falta de atividade do sistema complemento e a fraca ou ausente resposta
inflamatéria no tecido cerebral. Além disso, o SNC € rico em catecolaminas, que podem ser

utilizadas por este fungo para producdo de melanina. *°

A criptococose causada pelo C. neoformans vem assumindo papel importante na
histéria da AIDS. E considerada uma das micoses mais comuns nos individuos com AIDS

afetando principalmente o SNC em particular as meninges. °

Em geral o Cryptococcus spp adentra no organismo humano através do trato
respiratdrio inicialmente sob forma de células pequenas, ndo capsuladas. A patogenicidade
estaria vinculada a producao de capsula. Segundo Sukroongreung et al. (1998)™ h4 evidéncias

sugestivas de que os basidiosporos sejam uma forma de propagulos infectantes.

Enquanto a capacidade do sistema imune em conter estas leveduras estiver
funcionando ndo haverd manifestacdo de doencga, porém quando o hospedeiro perde esta
capacidade as leveduras podem comecar a se multiplicar e eventualmente ocasionar a

criptococose. >
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A criptococose manifesta-se em quadros clinicos variados podendo acometer os
pulmdes, pele, SNC e menos freqiientemente acometem outros 6rgaos. Sua progressao pode

A 86
ser aguda, subaguda ou cronica.

As lesdes provocadas por C. neoformans no SNC sdo variadas e podem acometer
diferentes locais. No entanto, em pacientes portadores do HIV a regido mais freqiientemente
acometida s@o as meninges. O inicio do quadro tende a ser agudo e de rdpida progressdo. Em
geral, a meningite pode ser subaguda ou cronica e suas complicacdes consistem em:
hidrocefalia, aumento da pressdo intracraniana associada a edema cerebral e resisténcia do
fluxo liquérico. Os sintomas mais comuns sdo: febre, cefaléia, nduseas e vOomitos, podem
ocorrer também rigidez de nuca e, alguns sintomas oculares como fotofobia, perda de visdo
podem aparecer. Em casos de meningoencefalites podem ocorrer alteracdes do estado mental
(confusdo, letargia e alteragdes de personalidade). 19.28.36 A coexisténeia de infec¢do extra
neuroldgica é observada em 30 a 75% dos casos acometendo pulmdes, sangue, urina e medula

6ssea. ?

A infec¢@o pulmonar € bastante varidvel podendo ser tnica, primdria ou parte de uma
disseminagdo hematogénica. Pode ser desde extremos da colonizacdo saprofitica sem
evidéncias clinicas ou radioldgicas ou até uma sindrome de angustia respiratdria totalmente
desenvolvida em pacientes com AIDS. Os achados radiolégicos consistem em: pneumonite
focal, ndédulos pequenos solitdrios ou multiplos em individuos assintomdticos ou em
sintomaticos com sintomas leves a moderados Estes sintomas incluem: febre, mal estar, tosse,

res . 28
€scarro €scasso, dor pleuntlca ou €m raros casos hCmOPtISC.

As lesdes cutaneas sdo relativamente freqiientes em 10 a 15% dos casos e manifestam-
. . . . 28, 86 .
se como pdpulas, pustulas, nédulos ou tlceras que drenam. = > Apresentam tropismo pela

face e membros e sdo semelhantes as causadas por Molluscum contagiosum ou lesoes
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herpéticas. O comprometimento cutdneo primdrio resulta de inoculacdo traumadtica da
levedura. Entretanto, a maioria dos casos em que se observa comprometimento cutaneo €

L. . . . L. . - 6
secundério a uma disseminac¢do secundéria da infeccao. 3

A criptococose sistémica aparece freqiientemente como conseqii€éncia da disseminacao
do foco pulmonar principalmente na criptococose ndao tratada em pacientes
imunocomprometidos. A principal via de disseminagdo € a sanguinea. Contudo, a via linfatica
pode contribuir para essa disseminacao. Outros 6rgaos também podem ser comprometidos tais

como: figado, rins, baco, ginglios linfaticos e supra-renais, sistema esquelético entre outros.

28, 36, 47

O acometimento genitourindrio na criptococose tal como pielonefrite, e lesdes do trato
genitourindrio baixo € considerado raro. Com relagado a prostata, a infec¢do por C. neoformans
ndo causa sintomas de prostatite apesar de o agente ser isolado do tecido prostitico
ocasionalmente. °° Alguns autores consideram a prdstata como uma fonte residual de
Cryptococcus spp explicando assim as freqiientes recaidas em pacientes imunossuprimidos. **
A presenca desta levedura na urina sem evidéncia de lesdo no trato urindrio pode ser
relacionada a fungemia, seguida de passagem pelo endotélio vascular e membrana basal
glomerular alcancando filtrado tubular onde encontra progressivamente elevada
osmolaridade,concentracdo de uréia e creatinina constituindo condi¢des metabdlicas essas

PR < 58
favordveis 2 sua reprodugio. °
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2.4 Candidiase e HIV (Epidemiologia, distribuiciao de espécies)
2.4.1 Candidiase Oral

A candidiase oral € uma das infec¢des flngicas oportunistas mais fortemente
associadas a infeccao pelo HIV. O primeiro relato do paciente com AIDS jid mencionava a
candidiase bucal. Na infeccao pelo HIV o surgimento de candidiase oral € sinal de mau
progndstico com progressao para AIDS em até um ano na maioria dos pacientes. Quando a
terapéutica antiretroviral e profilaxia primdria desta infeccdo fingica ndo € instituida
adequadamente aumenta-se o risco de progressdo da doenca, sendo ainda maior quando

associado a reducao da taxa de linfécitos TCD4. 28.87

A progressdo da imunodeficiéncia mediada por célula aliada a diminuicdo da
contagem de linfécitos CD; igual ou menor que 200 células/mm’ representam um importante

fator de risco para o desenvolvimento de candidiases. *

As espécies de leveduras do género Candida sd@o organismos flingicos comensais em
individuos higidos, sendo que estes apresentam imunidade especifica para estas leveduras.
Porém, quando hd um desequilibrio na resposta imunolégica do hospedeiro estas leveduras

podem causar infeccdes fingicas oportunistas como em pacientes infectados pelo HIV. °

A candidiase oral ¢ a manifestacdo mais prevalente em pacientes infectados pelo HIV
bem como o risco de desenvolver esta infec¢ao torna-se maior quando as taxas de CDy estdo
abaixo de 200 células/mm’ e a carga viral encontra-se em niveis elevados. A C. albicans
representa a espécie mais comum isolada em candidiase oral, entretanto, as outras espécies
tém emergido com freqii€éncia. A colonizacdo por Candida spp na mucosa oral de pacientes

HIV prediz o subsegiiente desenvolvimento de candidiase oral. **
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As manifestag¢des clinicas causadas pela infec¢ao por leveduras do género Candida em
pacientes HIV positivos geralmente sdo superficiais afetando a mucosa orofaringea, esofdgica
e vaginal. A candidemia e infec¢des localizadas em outros 6rgaos como, por exemplo: sistema

~ ~ . . 1
nervoso central, pulmdes, e olhos s@o menos freqiientes neste grupo de pacientes. ?

Em quadros de candidiase oral, a espécie C. albicans é responsdvel por mais de 70%
dos isolamentos. Outras espécies componentes deste género também tém sido encontradas
com freqiiéncia na mucosa oral de pacientes infectados pelo HIV causando a candidiase tais

como: C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii. "

As manifestagdes clinicas da candidiase oral sdo classificadas por alguns autores
como: pseudomembranosa (aguda e cronica), eritematosa (aguda e cronica), queilite angular e
candidiase mucocutanea. Estas apresentagdes clinicas sdo varidveis e muitos pacientes podem

. 19, 28, 68, 72
desenvolver um ou mais tipos. 9. 28, 68,

A candidiase pseudomembranosa apresenta-se como placas branco-acinzentadas,
destacdveis na lingua, mucosa gengival e palato. > Esta forma clinica é comum entres os
pacientes HIV e representa um importante marcador para o desenvolvimento da AIDS nestes
pacientes. Clinicamente iniciam-se por pequenos pontos esbranquicados na mucosa que
rapidamente tornam-se confluentes para formar pseudomembranas de coloragcdo

esbranquicada aderidas 2 mucosa. *

A candidiase atré6fica também conhecida como eritematosa, apresenta-se na forma de
eritemas e atrofias localizadas, sobretudo em palato. *l'E uma lesdo secunddria a um quadro
de candidiase pseudomembranosa caracterizando-se por eritema no dorso da lingua. ¥ Nos
pacientes HIV positivos € a manifestacdo mais freqiiente encontrada nos estdgios iniciais da

imunodepressdo. "2



Revisdo Bibliografica 26

Queilite angular caracteriza-se por um enrijecimento das comissuras labiais com a
presenca de indutos esbranquicados com o aparecimento de fissuras e formacdo de crostas. >*
>1-72 Egsas lesdes tém inicio por maceracdo no angulo de juncdo l4bio superior com inferior.
As fissuras que se formam sao recobertas por uma camada cremosa que tende a dessecagao,
formando as crostas podendo sangrar facilmente. As lesdes podem ser ainda unilaterais ou

. . ~ N N . L1038
bilaterais e uma extensdo da lesdo a mucosa bucal e/ou a pele peribucal pode ser produzida.

A candidiase hiperplasica cronica conhecida também como candidiase leucoplasica
caracteriza-se pelo aparecimento de placas ou pequenos nddulos aderidos firmemente a
cavidade oral principalmente na lingua, bochechas e labios, evidenciando-se um contorno
eritematoso das placas. Essas lesoes se diferenciam da forma pseudomembranosa em funcédo

A s 24,38, 72
de sua forte aderéncia as mucosas.

2.4.2 Candidiase Orofaringea

A Candidiase orofaringea é uma das infec¢des flingicas oportunistas mais freqiientes
entre pacientes com AIDS manifestando-se em 80 a 95% desses pacientes, especialmente
quando as contagens de linfécitos T CD4 estdo abaixo de 200 células/mm3. A natureza
prolongada da AIDS predispde os pacientes a estes episddios recorrentes de COF que pode
aumentar em freqiiéncia e gravidade com a progressiva
infeccdo pelo HIV. ** O declinio das taxas de linfécito TCD, é rotineiramente empregado
como medida de células do sistema imunoldgico do hospedeiro e funciona como marcador de
progressdo da infecgdo pelo HIV. ** ° °' Observa-se inflamacdo da mucosa orofaringea
podendo ser de origem enddgena por algum desequilibrio entre hospedeiro e leveduras que

. . . 92
colonizam a mucosa oral, principalmente C. albicans.
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Aproximadamente 90% dos pacientes com o virus da imunodeficiéncia adquirida
apresentardo episédios sintomdticos de COF ** e em alguns casos, com a progressio da

doenca, poderdo ocorrer episodios recorrentes. >

Além disso, foi demonstrado que o aumento da incidéncia de infec¢cdes oportunistas
estd relacionado paralelamente com aumento progressivo da imunodeficiéncia ocasionada
pelo HIV. Isto parece ser improvdvel, no entanto o declinio da contagem de CD4 associado a
imunodeficiéncia do hospedeiro € unicamente responsdvel pelo aumento da incidéncia de

COF.

2.4.3 Candidiase Esofagica

Em muitos pacientes com AIDS a candidiase oral acomete o esdfago. Entretanto, ha
chances em relacdo ao desenvolvimento de esofagite por leveduras do género Candida,
mesmo na auséncia de candidiase oral. Os sintomas mais freqiientes de candidiase esofdgica

sdo: odifagia e dor retroesternal. **

2.4.4 Candidiase vaginal e infeccbes sistémicas

Em contraste, a candidiase vulvovaginal (VVC) e infecc¢des sist€émicas por leveduras
do género Candida sdo muito menos freqiientes nestes pacientes indicando a diversidade e
compartilhamento da resposta imune do hospedeiro frente as infeccdes por estes
microrganismos. Tanto a imunidade inata quanto a imunidade adquirida desempenham um
papel importante na manutencao da C. albicans em seu estado comensal assim como protecao

frente 2 infeccdes sistémicas. ~* >
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2.4.5 Onicomicose ocasionada por leveduras do género Candida

Pacientes imunodeprimidos fazem parte do grupo de risco para onicomicoses. Alguns
autores acreditam que essas infec¢des estejam presentes em mais de 30% dos individuos com
sorologia positiva para o HIV. Neste caso, o maior indice ocorre quando esses pacientes

apresentam declinio na contagem de linfécitos T CD4+ no sangue periférico. *°

2.5 Drogas Antifiingicas

Os fungos sdo microrganismos que se encontram no meio ambiente em solos, na dgua,
nos vegetais, no ar, nos animais e em detritos em geral. Sdo eucaridticos, heterotréficos e

. . . . 6
possuem parede celular sendo microorganismos mais complexos e evoluidos. ?

O grupo das drogas azdlicas teve seu uso clinico iniciado em meados da década de
1970 causando grande impacto no cendrio da terapia antifiingica devido a seu largo espectro

de acao. o7

A partir de 1970 tém surgido um aumento na incidéncia das infec¢des fungicas
sist€émicas secunddrias graves. Vdrios fatores contribuiram para isso sendo que um deles foi o
uso generalizado de antibidticos de amplo espectro, que eliminam ou diminuem as populacdes
bacterianas ndo-patogénicas as quais em certas ocasides competem com os fungos. Além
disso, a disseminacdo da AIDS, o uso em larga escala de imunossupressores ou agentes
quimioterapicos para tratamento de cancer, transplantes renais e de medula dssea, a pratica de
procedimentos invasivos, como cirurgias, uso de cateteres entre outros também contribuiram

para o aumento das infec¢des fingicas oportunistas. '>*°
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A maior parte das drogas antifingicas que compde o arsenal terapéutico para combate
das infec¢des fungicas disponiveis até o momento apresentam como alvo os esterdis da
membrana celular fingica. Estas estruturas se assemelham as células humanas e, portanto,
como conseqiiéncias destas similaridades bioquimicas e fisioldégicas o uso destas drogas
antifingicas tornam-se limitadas em virtude da toxicidade significativa. Poucos sdo os
compostos que exibem seletividade suficiente para uso nas infecgdes flingicas que acometem

7
humanos. °

Os farmacos antifingicos atuais podem ser divididos em dois grupos: o primeiro, 0s
antifungicos que ocorrem naturalmente, tais como os polienos e as equinocandinas € o

segundo, os farmacos sintéticos incluindo os azdis e as pirimidinas fluoradas. '

2.5.1 Polienos
2.5.1.1 Anfotericina B

Assim como outros antibidticos poli€nicos a anfotericina B atua na membrana celular
fingica onde interfere com a permeabilidade e as funcdes de transporte. A anfotericina B
provavelmente possui mais de um mecanismo de acdo. Porém, o mais importante é a sua
capacidade de formar grandes poros na membrana celular. Ela apresenta uma agdo seletiva
ligando-se avidamente as membranas dos fungos e de alguns protozodrios € menos
avidamente as células dos mamiferos. Ela ndo se liga de forma alguma as bactérias. A base
dessa especificidade relativa € a grande avidez do farmaco pelo ergosterol, um esterol da
membrana fungica que nao € encontrado nas células animais. A anfotericina B € ativa contra a
maioria dos fungos e das leveduras e € considerado padrao-ouro para tratamento das infec¢des

. . . . 12
fangicas disseminadas. '>*®
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Este farmaco € pouco absorvido por via oral sendo usado neste caso apenas em
infec¢des fuingicas do trato gastrintestinal superior. Pode ser utilizada topicamente com
sucesso. Porém, para tratamento das infec¢des flingicas sist€émicas € geralmente utilizada por
via intravenosa de forma lenta, formando complexos com lipossomos ou com outras

~ NPT e L. . .12
preparacoes lipidicas. Isso melhora a farmacocinética e reduz efeitos colaterais. 99

A anfotericina B se liga fortemente a proteinas. Ela penetra pouco nos tecidos e em
membranas, inclusive a barreira hematoencefdlica, embora seja encontrada em altas
concentracdes nos exsudados inflamatdrios e possa atravessar esta barreira mais prontamente
quando as meninges encontram-se inflamadas. Sua eliminag@o ocorre muito lentamente pelos
rins, sendo encontrados tracos deste medicamento na urina por dois meses ou mais apds o fim

da administracdo. '> '®

O efeito adverso mais grave da anfotericina B é sem duvida a toxicidade renal pois
algum grau de reducdo da funcdo renal ocorre em mais de 80% dos pacientes. A hipocalemia
ocorre em 25% dos pacientes necessitando de suplemento de cloreto de potdssio. A
hipomagnesemia também pode ocorrer e a anemia pode ser um problema adicional. Outros
efeitos adversos incluem: o comprometimento da funcdo hepdtica, trombocitopenia e as
reacOes anafildticas. A injecdo freqiiente resulta inicialmente em calafrios, febre, zumbido e
cefaléia e cerca de um em cada cinco pacientes vomita. Além disso, as injecdes intratecais
podem causar neurotoxicidade e aplicacdes topicas causam erupcdes cutaneas. As preparacoes
lipossomo-encapsuladas e com complexos lipidicos ndo possuem maior eficicia que o

. . 12, 101
convencional, mas provocam menos efeitos adversos. "~

Lipossomas e outras estruturas lipidicas sdo utilizados para transportar e aumentar o
indice terapéutico de farmacos. Trés formulagdes lipidicas da anfotericina B estdo disponiveis

para uso médico: lipossomal, em dispersdo coloidal e em complexo lipidico. Essas
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preparacdes apresentam menores efeitos adversos, menor toxicidade renal mas possui discreta
hepatotoxicidade. ** "> Assim, o principal beneficio destas preparacdes é a maior seguranca

quanto a toxicidade celular no uso prolongado da anfotericina B. 103

Quanto a formulag@o lipossomal, inicialmente se recomenda uma dose didria de 1
mg/kg que pode ser aumentada subseqiientemente até 3 mg/kg. Essa formulacdo deve ser
infundida em um periodo de 30 a 60 minutos e € mais bem tolerada que a apresentagcdo
convencional. ' A maioria dos estudos clinicos, abertos ou controlados, mostraram eficacia
comparavel entre anfotericina B desoxicolato - 0,6 a 1,5 mg/Kg de peso corporal/dia e

formulacdes lipidicas administradas em doses trés vezes maiores. " 0> 1%

2.5.1.2 Equinocandinas

As equinocandinas compdem-se de um anel de seis aminodcidos ligados a uma cadeia
lateral lipofilica. Seu mecanismo de ac¢do baseia-se na inibicao da sintese de 1,3-B-glicano, um
polimero de glicose que € necessdrio para manter a estrutura das paredes celulares fungicas.
Na auséncia deste polimero, as células flingicas perdem a integridade e a lise rapidamente se

12,105
segue.

A caspofungina apresenta um amplo espectro de acdo contra uma grande variedade de
fungos e comprovou-se efetiva no tratamento da candidiase e de formas da aspergilose
invasiva que sdo refratdrias a anfotericina B. Sua via de administracdo é por via intravenosa,

. L . ‘ 106, 107
uma vez por dia e sua meia-vida plasmatica em humanos € de 9-10 horas. ™
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2.5.2 Agentes antifiingicos sintéticos (azois)

Os azdis representam um grupo de agentes fungistéticos sintéticos com amplo espectro
de atividade baseado nos nucleos imidazol ou triazol. O mecanismo de agdo consiste em
inibicdo da enzima fungica do citocromo P450, lanosina 14a-demetilase que € responsdvel
pela conversdo do lanosterol em ergosterol, o principal esterol da membrana fingica. A
deplecdo resultante de ergosterol altera a fluidez da membrana e desta forma interferindo na
acdo das enzimas associadas a membrana. A deplecdo do ergosterol da membrana reduz os

locais de ligacdo para anfotericina. '

2.5.2.1 Cetoconazol

O cetoconazol foi o primeiro azol administrado por via oral para tratamento das
infeccdes flingicas sistémicas. E eficaz contra vérios tipos diferentes de microrganismos. No
entanto, é téxico e a recidiva é comum depois tratamento aparentemente bem sucedido. E bem
absorvido pelo trato gastrintestinal e é amplamente distribuido através dos tecidos e dos
liquidos teciduais, porém ndo atinge concentracdes terapéuticas no SNC. Este firmaco ¢é

. ., . . . . . s 12
metabolizado no figado e eliminado na bile e na urina, sendo sua via plasmatica de 8 horas. =

97

O maior risco do cetoconazol € a toxicidade hepética, a qual apesar de rara pode ser
fatal. Outros efeitos colaterais que ocorrem sao os distirbios gastrintestinais e os pruridos.
Pode causar ginecomastia em pacientes do sexo masculino devido a inibicdo da sintese de
esterdides adrenocorticais e de testosterona com seu emprego em altas doses como foi

12
relatado em alguns casos.
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2.5.2.2 Fluconazol

O fluconazol apresenta boa absorcao e pode ser administrado via oral e intravenosa. A
via oral € reservada para os casos mais leves e para terapéutica de manutencdo em longo
prazo. Atinge grandes concentracdes no liquido cefalorraquidiano e nos liquidos oculares.
Apresenta meia vida de aproximadamente 25 horas sendo que 90% sdo eliminados sem

alteracdes na urina e 10% nas fezes. '*'®

Apresenta amplo espectro de acdo para leveduras incluindo Candida spp,
Cryptococcus spp, H. capsulatum e P. brasiliensis. E ativo contra C. albicans, porém cepas

. ~ . 102,103,108
de C. krusei e C. glabrata sao menos sensiveis.

Os efeitos adversos do fluconazol sdo geralmente brandos e incluem nduseas, cefaléia
e dor abdominal. Todavia, lesdes esfoliativas da pele foram relatadas em alguns individuos

L . 12,108
presentes primeiramente nos pacientes com AIDS. "~

2.5.2.3 Itraconazol

O itraconazol € um derivado triazélico insolivel em dgua e altamente lipofilico e é
ativo contra dermatéfitos. Pode ser administrado oralmente, porém, apds a sua absor¢do
ocorre intensa metabolizacdo hepdtica. Ele € altamente lipossolivel e uma formulacao na qual
o farmaco € incorporado dentro de bolsas de B-ciclodextrina estd disponivel e desta forma
pode ser utilizado por via intravenosa. O tempo de meia-vida para administra¢do oral é de 36

horas sendo eliminado na urina. Este farmaco ndo penetra no liquido cefalorraquidiano. '

Seus efeitos adversos incluem os disturbios gastrintestinais, cefaléia e tonturas. Podem
apresentar em menor propor¢ao hepatite, hipocalemia, e impoténcia. Podem também ocorrer

reacOes alérgicas. Ainda ndo foi relatada a inibicdo da esteroidogénese como no caso do
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cetoconazol. As interacdes medicamentosas ocorrem como resultado da inibi¢do de enzimas
do citocromo P450 inclusive interagdes com inibidores de protease que sao utilizados na
terapia HAART. Em comparagdo com o cetoconazol suas vantagens sao representadas pelo

maior espectro de atividade antifingica, melhor perfil farmacocinético e menor toxicidade. '*

91, 107, 109

2.5.2.4 Voriconazol

Este farmaco mantém as propriedades gerais dos azolicos, porém bloqueia mais
intensamente a sintese de ergosterol dos fungos filamentosos para os quais chega a ser
fungicida. E fungistitico para espécies de Candida spp, inclusive aquelas resistentes ao
fluconazol, Cryptococcus spp e Trichosporon spp. > Esta droga estd disponivel para
administracao por via oral como comprimidos revestidos por pelicula (50 ou 200mg) ou em
pé para suspensdao oral, bem como uma formulacdo intravenosa na dosagem de 200mg

utilizando o veiculo ciclodextrina para solubilizar a droga. ''°

O voriconazol € utilizado por via oral ou endovenosa na dosagem de 6 mg/Kg de peso
a cada 12 horas. A absorcdo ndo depende de acidez gastrica e apresenta boa
biodisponibilidade. Alcanca niveis inibitérios para fungos no encéfalo e liquido
cefalorraquidiano. Por ser excretado e metabolizado no figado é necessario ajustar a dose ou

evitd-lo quando h insuficiéncia hepatica. *" '

2.5.3 Novos antifingicos em potencial

Numeros crescentes de fungos patogénicos estdo se tornando resistentes aos fairmacos

antifungicos disponiveis. As infec¢des flingicas estdo aumentando principalmente devido aos
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tratamentos quimioterdpicos para cancer e imunodepressdo ocasionada nos transplantes.
Portanto, novos compostos estdo em desenvolvimento, sendo alguns com novos mecanismos
de acdo considerando que a perspectiva do uso dos tratamentos combinados foi explorada

: 12
exaustivamente.

As novas equinocandinas tais como a micafungina e anidulafungina, mostram-se
promissoras no tratamento das infec¢des causadas pelo Aspergillus spp e Candida spp mesmo
nos pacientes imunocomprometidos como na AIDS. Os efeitos colaterais sdo mais brandos e
com menor incidéncia quando comparados a anfotericina B. Muitos triazdis de nova geragao
também estdo em prospec¢do. Tanto o posaconazol quanto o ravuconazol possuem boa

eficdcia em ampla gama de patégenos fingicos. '> '°

2.6 Tratamento das Candidiases

Muitas vezes o organismo apresenta leveduras do género Candida colonizando o
sistema digestivo como sendo comensais em individuos sadios. No entanto, pode produzir
uma gama de infeccdes graves em individuos imunodeprimidos. A terapéutica destas
infeccdes mais graves tem sido dificil devido ao ndmero limitado de drogas antifiingicas

: PSR IT |
disponiveis.

A C. albicans tem sido considerada a espécie mais freqiientemente envolvida em
infecgdes flingicas da mucosa oral. Nos ultimos anos houve uma mudanga na microbiota oral

e espécies “ndo-albicans” estdo cada vez mais presentes nestes locais, principalmente em

11, 111, 112 111

pacientes infectados pelo HIV. Esta mudanca segundo Gutierrez et al. (2007) " estd

correlacionada com o freqiiente uso de agentes triaz6licos como fluconazol, que por sua vez,
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apresenta baixa toxicidade sendo no momento a droga azdlica mais utilizada para tratamento

destas infec¢des causadas por Candida spp. o1.97

As drogas azodlicas sd@o empregadas na terapia primdria de infec¢des fungicas

sistémicas ou secundariamente apés faléncia e intolerncia 2 anfotericina B desoxicolato. ¥’

O tratamento das candidiases orais t€ém sido bastante discutido na atualidade
principalmente nesta populacdo de pacientes HIV positivos com a finalidade de avaliar o uso
racional das drogas antifingicas disponiveis no mercado como os azodlicos, destacando o
fluconazol. ' E cada vez mais reconhecido que o desenvolvimento de COF reflete o
comprometimento e deterioracdo do sistema imunolégico do paciente HIV positivo. O
“leque” de opgdes terapéuticas ¢ amplo podendo os azdis serem utilizados como aplicagdes

£ - . oA Lo Aes .. 1
topicas, orais e sist€émicas € se necessario terapeutica intravenosa por anfotericina B. ?

As drogas mais comumente utilizadas por via tépica para tratamento de OPC sio:

nistatina suspensao oral, clotrimazol comprimidos que dissolvem na boca e o miconazol gel.

22,91

Para tratamento de COF trés drogas sdo comumente prescritas quando ha necessidade
de tratamento sistémico: fluconazol, itraconazol e cetoconazol, utilizadas em uma dose didria.
Apesar de o cetoconazol ter sido a primeira droga azoélica de uso oral € raramente prescrita
devido a sua ma absorcdo em decorréncia de alteragdes gdstricas, interagcdes medicamentosas

e seus efeitos adversos associados. !

O itraconazol ¢é considerado a droga de escolha no tratamento da

paracoccidiodomicose e da candidiase especialmente em cepas de Candida albicans

. . ~ R g 1
resistentes ao fluconazol e nas infec¢des cutineas causadas por dermatéfitos. 3
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O fluconazol t€m sido amplamente utilizado para tratamento da COF, ao contrario do
cetoconazol a sua absorcdo € independente do pH géstrico e ingestao de alimentos além de
apresentar baixa toxicidade. °’ E ativo contra a maioria das leveduras do género Candida
embora algumas cepas de C. glabrata apresentem-se resistentes e C. krusei mostre-se
intrinsecamente resistente. ''* As formulacdes em suspensdo oral dos azdis, fluconazol e
itraconazol também foram avaliadas para o tratamento das COF e / ou candidiase esofégica.
Dados iniciais sugerem que estas formulacdes conferem determinadas vantagens incluindo a
facilidade de administragdo em pacientes apresentando dificuldades convencionais em ingerir
comprimidos ou cédpsulas. Além disso, o perfil farmacocinético e a biodisponibilidade do
itraconazol parecem ser melhores quando administrado desta forma, uma vez que a influéncia
do pH gastrico na absor¢do estd consideravelmente diminuida e ao contrario da pilula as
suspensdes orais nao precisam ser tomadas juntamente com alimentos. O itraconazol em
suspensdo oral parece ser tdo eficaz na resolug¢do dos casos tipicos de COF como esquemas

terapéuticos empregados com fluconazol cépsulas. *'

A anfotericina B tem sido usada ha mais de 50 anos e continua sendo a primeira op¢ao
terapéutica para tratamento das micoses mais graves e disseminadas. Nao € rotineiramente
empregada para o tratamento da OPC, pois apresenta muitos efeitos adversos limitando as
suas dosagens. No entanto, a resisténcia a anfotericina B € extremamente rara e por isso ela
continua a ser a droga de escolha para pacientes com doenga grave ou recorrente e aqueles

com envolvimento esofdgico. * '

Apesar das vdrias op¢des de antifingicos disponiveis para tratamento das infec¢des
fingicas e devido ao aumento da falha terapéutica, a presenca de efeitos adversos
significativos e a emergéncia de espécies fungicas intrinsecamente ou secundariamente

resistentes, novas opcoes terapéuticas t€ém surgido como as equinocandinas. Como exemplo, a
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caspofungina tem sido empregada em protocolos recentes. Entretanto, t€m sido pouco

oy L, .. ~ . 116
utilizada na pratica clinica em razao de possuir elevado custo.

A candidiase vaginal geralmente responde a terapia antiftingica tdpica ou oral de curso
curto. Em geral, os antifungicos imidazélicos aplicados topicamente durante 1-3 dias sdo os
agentes mais efetivos alcancando taxas de cura clinica em torno de 85-90% quando
comparados com a nistatina, a cura se estabelece em 75-80%. A terapia com agentes orais
apresenta uma taxa de cura um pouco superior a terapia tépica, além de oferecer mais

o . ~ 117 e, . . A .
conforto em sua administracao. Os antifingicos orais que t€ém mostrado efeito nestas
condig¢des sdo: cetoconazol, itraconazol e fluconazol. O fluconazol € Unico antifingico oral

aprovado para o tratamento da candidiase vaginal pelo FDA — Food and Drug Administration.

118

A onicomicose € a micose superficial de tratamento mais dificil e mesmo nos casos em
que a medicacdo é adequada ao agente etioldgico identificado nem sempre se obtém cura,
sendo freqiientes as recidivas. Entre as espécies de Candida, a resisténcia aos antifingicos
tém sido um problema crescente, pois, muitas das espécies nao-albicans, mais comumente
isoladas, sdo menos susceptiveis aos derivados azolicos. Este fato dificulta o tratamento da
candidfase e de outras infeccdes causadas por leveduras. ''° Essa é uma das razdes da
crescente importancia dos testes de susceptibilidade visto que o seu conhecimento possibilita

. . . . . 120
direcionar de maneira mais eficaz o tratamento. %,

2.7 Tratamento da Criptococose

Tendo em vista a alta mortalidade e morbidade provocada pela criptococose
principalmente acometendo SNC em pacientes HIV positivos, torna-se necessario que a

e f 47
terapia seja instituida imediatamente apds diagnéstico.
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As formas assintomdticas diagnosticadas de forma esporadica podem ser autolimitadas.
As formas pulmonares primdrias em pacientes higidos nao requerem tratamento a nao ser uma
conduta expectante por parte do clinico. Entretanto, em pacientes portadores de
imunossupressdo com manifestagcdes pulmonares primdrias ou secunddrias a infeccdes do

A N . 8
SNC a conduta terapéutica deve ser semelhante a da neurocriptococose. 3

O tratamento da criptococose baseia-se na terapia inicial com anfotericina B seguida por
uma terapia de manutencdo com um derivado azdlico como fluconazol ou itraconazol. O
fluconazol apresenta boa atividade antifiingica contra C. neoformans. ' Pode ocorrer
resisténcia de cepas de C. neoformans a estas drogas antifiingicas tornando a administra¢dao
destas nestes individuos um tanto problematica. Ja existem relatos na literatura de resisténcia
de C. neoformans a anfotericina B. O fluconazol também se tornou o medicamento eleito na
quimioprofilaxia secunddria de pacientes recuperados de um evento de meningite

criptococécica. 0% 1!

A tendéncia atual para tratamento da criptococose em pacientes com AIDS na fase inicial
da doenca ¢ a utilizacdo de altas doses de anfotericina B = 0,7 a 1mg/kg/ dia durante as duas
primeiras semanas de tratamento associado a pequenas doses de 5-fluocitosina, 100 mg / kg /
dia seguida por altas doses de fluconazol = 800 mg / dia, por oito a doze semanas. Na fase de
manutencdo € administrado 200 mg/dia de fluconazol e com este esquema hd uma

significativa redugdo das taxas de mortalidade por meningite criptococose em pacientes com

AIDS de 14-25% para 6%. '*°

2.8 Resisténcia aos antifiingicos

Candidiase orofaringea e esofagica (COFE) sao micoses oportunistas freqiientes em

pacientes imunodeprimidos. A resisténcia de Candida spp em casos de COFE aos azoéis pode
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ser uma forma refratdria dessa infec¢do ocorrer, em especial nos pacientes infectados pelo

Com a incidéncia prolongada de COF em pacientes infectados pelo HIV houve um
desenvolvimento de resisténcia das candidiases frente aos farmacos utilizados. A resisténcia
das espécies de Candida spp aos azdis tem sido freqiientemente atribuida a uma pressdo
seletiva causada pelo uso destes antifiingicos de forma profildtica em casos de COF. O
primeiro relato de resisténcia aos azdis em pacientes soropositivos para o HIV foi relacionado

122 123
ao cetoconazol.

No entanto, com a introdu¢@o do fluconazol no cendrio das infec¢oes
fingicas em especial, para tratamento das COF, a maioria das publicacdes ja relatam
resisténcia a essa droga. A incidéncia de resisténcia clinica ao fluconazol é estimada em 6 a

36% dependendo do grupo de pacientes e definicdo do caso estudado. *> 11> 124125126

Por muitos anos a resisténcia de isolados de leveduras do género Candida frente a
agentes antifingicos foi um problema menos relevante na clinica. Contudo, recentemente tem
sido relatado cada vez mais o aumento da freqiiéncia de resisténcia de C. albicans frente ao

.. . . . . 127
fluconazol no cendrio da candidiases orais em pacientes infectados pelo HIV.

Em casos de candidiase esofdgica a C. albicans é comumente isolada, embora outras
espécies também possam ser responsaveis. A resisténcia ao fluconazol, droga de escolha para

A 122
tratamento, tém sido um problema emergente.

Essa emergéncia de cepas resistentes
tornou-se cada vez mais evidente desde a introducdo recente das terapias orais por drogas
azolicas. As COFs que ndo respondem a terapéutica antifingica podem ser resultado do

advento do uso profildtico desta terapia em especial o fluconazol no combate de doencgas

oportunistas nos pacientes HIV positivos. '

Segundo Rex et al (1995)'°, existem trés vias possiveis pelas quais os pacientes

adquirem espécies de fungos resistentes ao tratamento. Um microrganismo colonizando ou
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causando infeccdo € susceptivel a mutagdes e pode torna-se resistente, o paciente é colonizado
ou infectado por vdrias cepas ou espécies e uma delas € resistente e assim selecionada, ou
entdo o paciente € infectado por uma espécie intrinsecamente resistente. A falha terapéutica é
de dificil interpretacao, pois, alguns pacientes apresentam melhora clinica, porém as leveduras

continuam persistindo.

O desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol é um processo complexo nos quais
diversos fatores interferem tanto do hospedeiro quanto do fungo. Entres os fatores
dependentes do fungo, figuram mecanismos celulares, moleculares como alteragdo da
expressdo das bombas de efluxo da droga bem como alteragdo da biossintese do ergosterol.

Dessa forma, diminuem a concentracdo do fluconazol e também outros azdis. 112, 128

Outros fatores estdo presentes, como a substituicdo da populacdo sensivel de C.
albicans por outra espécie que, inicialmente, sdo sensiveis e que se tornam resistentes de
forma intrinseca por alteracdes genéticas como é o caso da C. glabrata e C. krusei
notadamente ao fluconazol. Deve se considerar igualmente a expressdo genética transitdria
que origina uma cepa temporariamente resistente em presenca do antifingico e por ultimo as

~ . s . ~ 127,124
alteracdes que ocorrem na mesma populacao fingica (microevolugdo). "

Portanto, h4 necessidade de realizar mais estudos com a finalidade de correlacionar o
grau de imunodeficiéncia com os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) no intuito
de compreender de maneira mais eficaz a interacdo destes fatores no desenvolvimento de
COF refratéria ao tratamento. Embora exista uma razodvel correspondéncia entre resisténcia
in vitro e resposta clinica surge inumeros fatores relacionados e circunstancias
farmacocinéticas que podem estar influenciando de forma direta a eficéicia clinica e logo a

rotina de determinacdo da susceptibilidade in vitro pode ser prejudicada. *!
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2.9 Susceptibilidade as drogas antifiingicas

Estudos estdo sendo voltados para os testes de susceptibilidade a antifingico devido
esse ser um assunto de grande interesse e valia na micologia médica. Estes testes podem ser
uteis para avaliar novas drogas para fins epidemioldgicos e, sobretudo para predizer os

A 129, 130
resultados terapéuticos. >

Os estudos da susceptibilidade in vitro aos antifingicos oferecem a possibilidade de
obter dados confidveis no momento de selecionar a terapia para tratamento de infecc¢des
fuingicas. Mediante este procedimento adquirem-se valores quantitativos, valores de
concentracdo inibitéria minima, e caracteristicas do isolamento clinico frente a um
antifingico de forma qualitativa. Estes parametros podem auxiliar na detec¢do de quadros de
resisténcia ou susceptibilidade dos microrganismos perante os antifiingicos utilizados para seu

112
combate.

A magnitude do aumento da resisténcia das infecgdes flingicas frente a antiftingicos,
bem como o advento de novas drogas antifingicas, ttm gerado um grande interesse no
desenvolvimento dos testes de susceptibilidade a estas drogas. Ao contrario dos testes de
susceptibilidade a antibacterianos, os testes de susceptibilidade a drogas antiftingicas ndo sao
comumente realizados na maioria dos laboratérios clinicos. Contudo, tém-se obtido
importantes avancos na utilizacdo dos testes de susceptibilidade in vitfro aos antiftingicos,
devido ao crescente surgimento de cepas patogénicas resistentes sendo algumas até mesmo de
forma intrinseca principalmente pelo uso de terapia antiftingica profildtica para infecc¢des
oportunistas em pacientes HIV positivos. Por este motivo, houve aumento da necessidade do

desenvolvimento e padronizacdo dos testes de susceptibilidade a antifingicos. " 13"+ 13% 133



Revisdo Bibliografica 43

O esforco para padronizacdo dos testes de susceptibilidade culminou na elaboragao do
National Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) que aprovou o primeiro
padrdo para estudar a susceptibilidade dos antiftingicos frente a leveduras em 1999
(documento M27-A) modificadas posteriormente e aprovado no ano 2003 o padrio
(documento M27-A2) (NCCLS, 2002). Em 2005, passou a ser denominado Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2005). Com CLSI, tornou-se possivel a
comparacdo e validagdo dos resultados dos testes de susceptibilidade contribuindo para o
conhecimento de cepas resistentes, que em muitas vezes sdo preditoras de insucesso
terapéutico. Vdrias técnicas vém sendo desenvolvidas e empregadas para o estudo do perfil de
susceptibilidade in vitro a antifiingicos dos quais o método de micro diluicio em caldo é

considerado o método de referéncia pelo CLSI. 131, 134

Meétodos alternativos estdo sendo implantados para facilitar a utilizagdo destes testes
na rotina laboratorial, como técnicas de difusdo em 4gar, utilizando-se fitas impregnadas com
. ~ s . ® Z Z z

gradiente de concentragdo de antifingicos — Etest”. Este ¢ um método compardvel ao

. L (1 . a .1 135,136

proposto pelo CLSI, porém, mais simples e de facil incorporacdo a rotina laboratorial. "™ ™
137, 138, 139 ) . o LA . o .

Este método tem sido utilizado com freqii€éncia, pois permite discernir uma cepa

resistente de uma sensivel, determinar os valores de concentracao inibitéria minima, além de

ser uma técnica de facil e rapida execucdo que apresenta satisfatoria correlacio com o método

de referéncia (CLSI). **

O Etest® ¢ um método comercial (AB Biodisk, Solna, Suécia) de difusdo em agar que
utiliza uma tira plastica com varios gradientes de concentra¢do crescente do antifingico
empregado. Dessa fora, permite a determinac¢do de valores de CIM mediante uma leitura
visual. Diversos estudos t€ém descrito um nivel de concordancia satisfatério entre 86 a 100%

® ) A 25,129, 140
comparando Etest” com método de referéncia CLSI. * 5
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2.10 Testes de susceptibilidade: possiveis correlacoes in vitro e efeitos terapéuticos in vivo

A realizacdo dos testes de susceptibilidade a antifingicos possuem a finalidade de
detectar cepas de fungos resistentes e sensiveis para proporcionar a escolha correta da terapia
a ser empregada, com intuito de reduzir casos de falha terapéutica. Atualmente, a resisténcia
de cepas de Candida spp aos antiflingicos existentes encontra-se em ascensdo. Tanto a
ocorréncia de espécies com resisténcia intrinseca quanto secunddrias t€ém justificado a

importancia da utilizacdo destes testes. ° ' 1% 132133

Entretanto, estabelecer a relevancia clinica dos resultados in vitro — in vivo, tém sido
tarefa dificil, tendo em vista que os testes de susceptibilidade sao realizados em condicdes
padronizadas utilizando uma fase constante de crescimento do microrganismo, condicdes
fixas de pH, temperatura, umidade e concentracdo de oxigénio. No tratamento de infeccdes
fingicas ndo ha uma padronizacdo destes fatores relacionados tanto ao microorganismo
quanto ao hospedeiro e também fatores farmacocinéticos que variam para cada individuo tipo
de doenca de base, grau de imunodeficiéncia. Em sintese, varios sdo os fatores que podem

) ) 1, 132, 133
influenciar os resultados encontrados. " 13>
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3.1 Objetivo geral

Caracterizar e determinar o perfil de susceptibilidade in vitro a drogas antifingicas de
leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus, isoladas de pacientes HIV positivos procedentes

dos servigos de saide de Cuiabd e Varzea Grande-MT.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Realizar o isolamento de leveduras do género Candida e Cryptococcus em

distintas amostras clinicas provenientes de pacientes HIV positivos.

3.2.2 Realizar a identificagdo de espécies de leveduras do género Cryptococcus (C.

neoformans e C. gattii) utilizando o método da quimiotipagem (CGB).

3.2.3 Realizar a identificacdo especifica das leveduras por meio de técnicas

laboratoriais padronizadas (tubo germinativo, microcultivo, zimograma e auxanograma).

3.2.4 Discriminar Candida dubliniensis de Candida albicans isoladas a partir de

secrecoes de orofaringe e raspado bucal utilizando técnicas especificas

3.2.5 Determinar a freqiiéncia de infec¢Oes fingicas provocadas por espécies de
leveduras do género Candida e Cryptococcus em pacientes HIV positivos dos servicos de

saude de Cuiaba e Varzea Grande.

3.2.6 Determinar o perfil de susceptibilidade in vitro das espécies de leveduras do
género Candida e Cryptococcus isoladas a cinco antifingicos pela metodologia

comercialmente disponivel (Etest).
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4.1 Tipo de estudo

Estudo descritivo, transversal, realizado no periodo compreendido entre janeiro/2005 a

outubro/2008.

4.2 Selecao dos pacientes

Este estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo

seres humanos do Hospital Universitario Julio sob o nimero 247/CEP-HUJM/06.

Os individuos infectados pelo HIV foram procedentes da demanda de pacientes
atendidos nos servigos de satde do estado do Mato Grosso. Foram incluidas neste estudo sete
unidades hospitalares, sendo cinco hospitais publicos (dois hospitais universitarios, hospital
Santa Casa de Misericérdia, e dois pronto-socorros municipais), um hospital privado e o
Centro Estadual de Referéncia em Média e Alta Complexidade (CERMAC) da Secretaria de

Estado da Saude (SES).

Os dados clinicos foram obtidos da revisdo de prontudrios, compilados pelos
profissionais médicos por meio de entrevistas com os pacientes incluidos, seguindo
questiondrio especifico (Apéndicel) previamente elaborado, para identificar fatores
predisponentes associados as infec¢des fliingicas em questdo, elucidacao do agente etioldgico

e uso prévio de terapéutica antiftingica.

Todos os pacientes incluidos no estudo possuiam diagndstico confirmado de infeccao
pelo HIV ou em estdgio avancado da doenca. Estes pacientes foram acompanhados pelos
respectivos servicos de saide nos quais estavam internados. A participagdo dos pacientes no

estudo foi de forma voluntaria e as coletas s foram realizadas apds assinatura pelo paciente
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ou seu acompanhante responsavel do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

aprovado pelo CEP (anexo 2).

O ndmero amostral foi definido por conveniéncia, incluindo-se todos os pacientes HIV
positivos e/ou com AIDS, apresentando sintomas clinicos de infec¢do criptocdcica ou por
leveduras do género Candida, quer em pacientes internados ou atendidos no servico de

referéncia (CERMACQ).

4.3. Coleta e cultivo das amostras de leveduras do género Candida

As amostras clinicas de raspado bucal e secre¢do de orofaringe coletadas dos pacientes
foram obtidas p6 meio de raspado das placas esbranquicadas aderidas a cavidade bucal e
orofaringea, com auxilio de swab estéril. Essa amostra clinica, imediatamente apds coleta foi
introduzida no interior de dois tubos contendo dgar Saboraud Dextrose e dois contendo

Mycobiotic dgar, ambos comercializados pela DIFCO — Lepont de Claix — France.

As secrecOes vaginais foram coletadas através de swabs estéreis; que foram
posteriormente introduzidos no interior de dois tubos contendo dgar Saboraud Dextrose e dois
contendo Agar Mycobiotic. Outro swab contendo a amostra clinica foi utilizado para realizar
dois esfregacos em lamina lapidada lisa, objetivando identificagdo micromorfolégica apds
coloracdo de Gram. Este mesmo swab foi acondicionado em um tubo de salina estéril para
realizacdo do exame a fresco, cujo objetivo também foi observar a presenca ou auséncia de
células ovaladas/arredondadas e pseudo-hifas com caracteristicas morfoldgicas sugestivas de

leveduras do género Candida.
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As amostras (pele e fragmentos de unhas) foram coletadas com auxilio de

espatulas e/ou 1aminas de bisturi e acondicionadas em placas de Petri descartdveis e estéreis.

As amostras clinicas (escarro, lavado bronco-alveolar e urina) foram devidamente
coletadas e encaminhadas ao laboratério de micologia do HUJM, com posterior

encaminhamento ao laboratoério de investigacdo da FCM/UFMT.

Todas as amostras clinicas coletadas foram acondicionadas em caixas térmicas,
em seguida encaminhadas ao Laboratério de Investigagdo da Faculdade de Ciéncias Médicas
da UFMT. Os tubos de ensaio de vidro, contendo as amostras de raspado bucal e secrecdo de
orofaringe, foram incubados na estufa BOD a 27°C. Os raspados de pele e fragmentos de
unhas foram examinados em primeiro lugar, por exames diretos e, posteriormente cultura para
fungos, utilizando procedimento anteriormente descrito para amostras de mucosa oral e

orofaringea.

4.4 Identificacao das amostras de leveduras do género Candida

Ap6s a incubacdo das amostras clinicas na estufa BOD, nos tubos em que houve o
aparecimento de colOnias foi realizado um esfregaco delgado das mesmas colOnias, para
posterior coloracdo pela técnica de Gram e visualizacio de caracteristicas morfotintoriais. A
partir dos resultados pds-coloragdo de Gram, as leveduras foram submetidas a identificacdo

especifica.

A caracterizacdo em nivel de género e espécie foi baseada na producdo de tubo
germinativo, micromorfologia segundo a técnica de Ridell e perfil bioquimico por meio da

assimilacdo e fermentagdo, segundo Kurtziman & Fel. A discriminacdo da espécie C.
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albicans de C. dubliniensis foi realizada por meio do teste de temperatura a 45°C e
confirmada pela metodologia comercial API 20C AUX da BioMeriéux (Marcy L’Etoile —

France) segundo informacdes do fabricante.

4.4.1 Avaliaciao da pureza das colonias

Apo6s isolamento, as colonias foram avaliadas quanto a sua pureza, por meio de
plaqueamento em meio cromogénico CHROMagar Candida (BBL). Esse procedimento foi
util para isolar e identificar presuntivamente: colonias de coloracdo verde claro — sugestivas
de C. albicans, coldnias de cor azul — sugestivas de C. tropicalis, colonias apresentando
coloragdo rosa em diferentes tonalidades e aspectos — sugestivas de outras espécies de
leveduras do género Candida. O fundamento desse método preconiza a utilizacdo do substrato

83, 141

B glicosaminidase e a diferenciacdo das leveduras de acordo com a morfologia e a cor

A . 142,14
das colonias. 4% 14

4.4.2 Prova do tubo germinativo

Em relagdo as caracteristicas micromorfoldgicas, foi verificado, em primeiro
momento, a habilidade de formacdo de tubo germinativo ou efeito Reynolds-Braude. Para
visualizacdo dessa caracteristica, uma pequena quantidade da colonia foi transferida para um
tubo, previamente esterilizado, contendo 0,5 mL de soro bovino fetal e incubada a 37° C em
banho Maria, por trés horas. Apds este periodo, uma gota dessa suspensdo foi examinada ao
microscopio, entre lamina e laminula. A evidenciacdo de tubo germinativo configura teste

positivo e, presuntivamente, diagnéstico de C. albicans e C. dubliniensis. '
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4.4.3 Microcultivo

O microcultivo ou técnica de Ridell '* foi realizado com o objetivo de visualizar as
estruturas morfoldgicas tipicas de cada espécie do género. O meio de cultura dgar fubad,
acrescido de Tween 80, com pH ajustado entre 5,8 e 6,2, foi distribuido em camada fina sobre
laminas previamente preparadas em camara de microcultivo com auxilio de pipeta estéril.
Ap6s solidificacdo do meio, cada amostra foi semeada em trés linhas finas, horizontais e
paralelas na superficie do dgar e coberta com laminula. O sistema foi fechado e em seguida

incubado a 27° C, por até trés dias.

A leitura foi executada observando-se a presenca de estruturas caracteristicas
como pseudomicélio, arranjo dos blastosporos (ocorrendo em grupos ou cachos, no inicio da
hifa e/ou ao longo dessa, isolados ou aos pares, nos pontos de constri¢do ou irregularmente
distribuidos no pseudomicélio). A presenga de clamiddsporos foi anotada como diagndstico
presuntivo de C. albicans e C. dubliniensis. As outras espécies do género foram avaliadas
conforme caracteristicas morfologicas especificas. O meio de cultura dgar fubd foi obtido
comercialmente — Agar Corn Meal (DIFCO - Lepont de Claix - France) e seu preparo

obedeceu as orientagdes do fabricante.

4.4.4 Provas bioquimicas (Zimograma e Auxanograma)

No teste de fermentagdo de carboidratos (zimograma) foi utilizado o meio basal,
segundo férmula abaixo, acrescido de azul de bromotimol e distribuidos em aliquotas de 2
mL em tubos de Kahn contendo tubos de Durham invertidos, para visualizacdo de gis. As

amostras foram avaliadas quanto a capacidade de fermentar glicose, galactose, maltose,

sacarose, lactose, trealose, xilose, melibiose e rafinose. Para tanto, foi adicionado 1 mL da
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solucdo de cada carboidrato, preparadas a concentracio de 6%, a cada tubo de meio de cultura

autoclavado.
Meio Basal '+
= Peptona ....oooiiiiiiii 75¢g
- Extrato de levedura ..........ccocceeeeiiiiniiiiniieiieeeieeee, 45¢
- Azul de bromotimol .........ccceeeevieeriiieiiiieeieeeieeeeee 04¢g
- Agua destilada .......o.coeoveveevieieeeeeeeee e, 1000,00 mL

O pH foi acertado para 6,5. Logo apds, o azul de bromotimol foi dissolvido em

etanol e adicionado, aos poucos, a esse meio até obten¢ao de coloracao verde intensa.

Para a preparagao do indculo, uma pequena por¢ao da levedura foi ressuspensa em 5
mL de salina estéril. A concentracdo celular foi avaliada através do cartdo de Wickerham.
Trata-se de uma técnica que permite uma estimativa da densidade de células de uma
suspensao, tendo sido estabelecidos quatro niveis de concentragao celular, com avaliacdo feita
comparativamente, observando-se o crescimento baseado no seguinte critério: 0 (poucas
células — linhas totalmente visiveis), 1 (densidade fraca — linhas visiveis, um pouco
embacadas), 2 (densidade média — linhas embacadas e difusas), 3 (densidade forte — linhas

nao visiveis).

Foram transferidos 0,1 mL da suspensdo conforme o critério 2 para cada um dos nove
tubos de meio basal, contendo os diferentes actcares. A bateria de testes foi incubada a 27°C
e as leituras foram realizadas periodicamente, observando-se a produgdo de 4cido através da

mudanca de coloracdo do meio basal para amarelo e a formagdo de géds capturado no interior
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do tubo de Durham. As observacdes foram feitas por um periodo méximo de sete dias. '** Os

resultados foram considerados positivos em fun¢do da producdo de gés.

O auxanograma foi realizado para observar o padrio de assimilacdo de nove
carboidratos (glicose, galactose, maltose, sacarose, lactose, trealose, xilose, melibiose e

rafinose) como unica fonte de carbono. Para isto, foi preparado o meio C, conforme descrito a

seguir.
Meio C '¥
- Sulfato de aMONIO ....ooevveeeeeeiieiiiieeeeee et 50¢g
- Fosfato de potédssio monobdsico (KHPOy) ....ooeevveevnveennnnnnne. 10g
- Sulfato de magnésio hepta hidratado (MgSQO4.7H,0) .......... 05¢g
S AT et 20¢g
= AgUA dESHIAAA ... 1L

Placas de Petri de vidro, de 140 mm de didmetro, foram esterilizadas e marcadas
no fundo, em nove pontos eqiiidistantes, com as siglas correspondentes aos carboidratos
utilizados. Em cada placa foram dispensados 4 mL da suspensdo de leveduras preparada em
salina esterilizada, correspondendo ao critério 2 do cartdo de Wickerham e aproximadamente

45 mL de meio C fundido e resfriado (aproximadamente 45° C). 144

O in6culo correspondeu a uma concentragio celular de 1 — 6 x 10° UEC/mL, de
acordo com experimentos preliminares. A mistura obtida na placa foi cuidadosamente
homogeneizada, evitando-se a formacdo de bolhas e deixada solidificar a temperatura

ambiente. Apds solidificag@o, os carboidratos foram distribuidos em quantidades minimas nos
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pontos previamente marcados, '** com auxilio de palitos esterilizados. A incubagio foi feita 2
temperatura de 27°C, por até 72 horas e a leitura foi realizada diariamente. O resultado foi
considerado positivo quando da evidenciagdo do halo de crescimento em torno de cada

carboidrato.

4.4.5 Identificacio de C. dubliniensis

Para possivel identificacdo de C. dubliniensis foi utilizada a técnica micromorfologica
(Técnica de Ridell) e sistema comercial API 20 C AUX (Biomérieux — Marcy L’Etoile -

France).

4.5. Coleta das amostras de leveduras do género Cryptococcus

A maioria dos isolados clinicos de Cryptococcus spp foram cedidos pelo laboratério
de micologia do HUJM e uma pequena parte cedida pelo laboratério do Pronto Socorro
Municipal de Cuiabad. Algumas amostras de LCR foram coletadas em frascos tipo penicilina
estéreis, acondicionadas em caixas térmicas e imediatamente transportadas ao laboratério de

investigacdo (LI) da UFMT, onde foram devidamente processadas.

4.6 Identificaciao de leveduras do género Cryptococcus

Os isolados que foram encaminhados ao LI foram devidamente repicados em agar
Sabouraud dextrose (DIFCO) e, a seguir, foram caracterizados por quimiotipagem em meio

CGB, para diferenciagdo das espécies. As amostras clinicas de LCR que foram encaminhadas
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ao LI em frascos tipo penicilina estéreis sendo imediatamente realizados: exame direto,

cultura e quimiotipagem em meio CGB.

4.6.1 Exame direto

As amostras foram centrifugadas em 14.000 rpm por 10 minutos e, apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado. Em seguida, o precipitado foi homogeneizado e
foram preparadas duas laminas. O método da tinta nanquim foi empregado para deteccao das
leveduras, as quais foram visualizadas em microscépio Otico a objetiva de 40, com
evidenciagdo de leveduras de tamanho regular, globosas, arredondadas, encapsuladas, com ou

sem brotamento, sem hifas ou pseudo-hifas.

4.6.2 Cultura

Foi realizada a semeadura nos meios de cultura apropriados (dgar Sabouraud Dextrose,
agar Mycobiotic e Fava Netto). Auséncia de crescimento em dgar mycobiotic € sugestivo de
Cryptococcus spp. As amostras foram incubadas a 27°C em estufa BOD por um periodo de 48

a 72 horas.

Ap6s o crescimento das coldnias de coloragdo creme e aspecto cremoso em agar
Sabouraud dextrose ou Fava-Netto, foi realizado o repique em meio 4agar niger para
purificacdo das colonias de Cryptococcus spp, ou seja, para obtencdo de colOnias puras
representadas pela coloracdo marrom-escuras, pois, as espécies C. neoformans e C. gattii sao
as unicas deste género que produzem melanina. A producdo de melanina ocorre através da
presenca de tirosina e 4cido clorogénico no meio 4gar niger (sementes de Guizottia

abyssinica) que sdo oxidados pela fenoloxidase produzida pelo fungo, tornando a coloragdo
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das colonias de Cryptococcus spp marrom-escuras. Estas colonias marrom-escuras foram

repicadas em meio dgar Sabouraud dextrose e armazenadas sob refrigeragcdo a 4° C.

4.6.3 Quimiotipagem em meio CGB

Para diferenciar as espécies de C. neoformans e C. gattii foi utilizado o meio CGB.
Este teste € baseado em dois paradmetros metabdlicos observados em isolados de C gattii:
assimila a glicina como tnica fonte de carbono e nitrogénio e resistente a canavanina. O teste
positivo é observado quando, a coloracao amarelo-esverdeada do meio torna-se azul-cobalto,
como resultado da alcalinizacdo do meio pela da amodnia liberada durante a degradacao da
glicina, enquanto que C. neoformans nao demonstra mudanca na coloracdo do meio, por nao

. )
usar essa via metabolica.

4.7 Testes de susceptibilidade in vitro das leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus

aos antifiingicos (cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B)

O perfil de susceptibilidade foi realizado pela técnica de difusdo em agar, Etest (AB
Biodisk — Solna, Sweden) seguindo as instrucdes do fabricante. '*® Foi utilizado 4gar
Sabouraud Dextrose sem cloranfenicol, considerando este ser o meio de cultura de uso
habitual na rotina laboratorial, em se tratando de amostras micolégicas. Os pontos de corte
empregados foram os recomendados pelo CLSI utilizados para técnica de microdilui¢cao em

caldo.

Os antifungicos testados foram: cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol e

anfotericina B (AB Biodisk - Solna , Sweden). A atividade das drogas antifiingicas e a
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reprodutibilidade dos resultados foram assegurados pela inclusdao de cepas de referéncia. O
critério de leitura considerado foi o valor da concentracdo inibitéria minima como sendo

capaz de inibir 50% do crescimento para os azdlicos e 90% para os poliénicos.

4.7.1 Teste de susceptibilidade in vitro para leveduras do género Candida
4.7.1.1 Cepas de referéncia

As amostras de referéncia utilizadas nesse estudo corresponderam a C. parapsilosis —
ATCC 22019 e C. krusei — ATCC 6258, que foram gentilmente cedidas pela Dra. Marcia S.

C. Melhem - Instituto Adolfo Lutz - SP.

4.7.1.2 Etest®

O Etest foi utilizado de acordo com instru¢des do fabricante (AB Biodisk - Solna,
Sweden). O meio utilizado foi o dgar Sabouraud dextrose sem cloranfenicol em placas
estéreis (140 mm) descartdveis, proprias para realizagdao do Etest. Cada colonia de Candida
spp a ser testada foi repicada em dgar Sabouraud dextrose sem cloranfenicol e incubada por
24 h a 27°C. Ap6s esse periodo, foram realizadas as suspensoes individuais de cada isolado
em 5 mL de salina estéril (0,85 %) correspondendo a 0,5 da escala de McFarland. Com o
auxilio de um swab estéril, a suspensdo de leveduras foi inoculada em placas de Petri
contendo dgar Sabouraud dextrose, estriando de forma homogénea toda a superficie do agar.
Apd6s 15 min. as fitas Etest impregnadas com os antiflingicos cetoconazol, itraconazol,
voriconazol e anfotericina B, em concentracdo de 32 a 0,002 pg/mL e o antiftingico
fluconazol na concentracio de 256 a 0,016 pg/mL, foram aplicadas sobre a superficie do dgar

com o auxilio de uma pinca estéril. A CIM dos compostos foi determinada como a
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concentracdo mais baixa da droga que a elipse conseguiu inibir e interceptar a tira de

antifungico, apds incubacio a 35° C e leitura realizada apds 24 h.

4.7.2 Teste de susceptibilidade in vitro para leveduras do género Cryptococcus

O procedimento utilizado foi o mesmo descrito anteriormente para leveduras do
género Candida, porém o tempo de incubagdo foi igual a 48 h a 35°C, tanto para o repique
quanto para a incubacdo contendo as fitas de Etest. A leitura foi realizada apds a incubacao

em 48 h a 35°C.

4.8 Procedimento de analise dos resultados

Os dados foram tabulados e analisados com auxilio da planilha eletronica Microsoft-
Excel, versdo 97/2003. Os valores das CIMs referentes aos antiftingicos testados foram
apresentados considerando-se a distribuic@o das espécies de leveduras do género Candida, em

gréaficos de dispersao, para melhor visualizar o seu perfil de suscetibilidade.
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5.1 Isolamento de Leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus

O nuamero total de pacientes avaliados correspondeu a 160, sendo que desses foram
obtidos 105 isolados de leveduras do género Candida referentes a 102 pacientes, e 26 de
leveduras do género Cryptococcus referentes a 26 pacientes, resultando em uma freqiiéncia
(IC 95%) de isolamento de 65,6% (57,7%-72,8%) e 16,3% (11,1%-23,1%) para candidiase e

criptococose, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Freqiiéncia de isolamento de leveduras dos géneros Candida e
Cryptococcus em pacientes HIV positivos procedentes dos servicos de Saude de
Cuiaba-MT, 2005-2008.

Leveduras Pacientes HIV Freqiiéncia de isolamento
positivos (IC 95%)
. 77,9%
Candida spp 102 (69.6%.8 : 5%)
Mais de um
2,3%
isolamento de 03 ’
Candida spp (0,6% - 7,1%)
Cryptococcus spp 26 19,9%

(13,6%-27,9%)

5.2 Isolamento de leveduras do género Candida nas amostras clinicas

A média (DP) de idade dos pacientes nos quais foram isoladas leveduras do género
Candida foi igual a 40,2 (10,9) anos, variando de 4 a 68 anos, sendo que 58 (56,8%)
pacientes pertenciam ao sexo masculino e 44 (43,2%) ao feminino A variacdo de idade

para o sexo masculino foi de 23 a 68 anos e para o sexo feminino foi de 4 a 62 anos.
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Para os isolados de Candida spp, a contagem de linfécitos TCD** variou de 2 a
626 céls/mm’, com média (DP) de 170 (161,8) céls/mm’. Dos pacientes HIV positivos
analisados, 43% dos pacientes estavam com contagem de células CD4+ abaixo de 200
céls/mm° e 18,6% dos pacientes estavam acima de 200 céls/mm°. No entanto, é importante
ressaltar que em 40% dos pacientes estudados ndo foi possivel obter informacgdes
referentes aos valores de TCD4+ (Figura 1). A média (DP) da carga viral foi de 287.113,
(731.315,5) 5 cépias/mm3 . Dos 102 pacientes estudados, 38,2% estavam em uso de

HAART.

W até 199 céls/mm3
H de 200 a 500 céls/mm3
acima de 500 céls/mm?3

H nao informado

Figura 1. Distribui¢cdo dos pacientes HIV positivos de acordo com a contagem de
células TCD4+ para isolados de Candida spp.

5.2.1 Identificacao das espécies de leveduras do género Candida

Das 105 espécies de Candida spp isoladas de amostras clinicas de secrecdo de
orofaringe, raspado de mucosa oral, lavado bronco-alveolar, fragmentos de unha,

escamas de pele, secrecdo vaginal, urina e lavado gdstrico foi obtida a seguinte
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caracterizacdo: 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, ¢ 1 (0,95%)

Candida guilliermondii (Figuras 2, 3,4,5,6,7).
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2 1o EmLavadc Bronco-alveolar
5 ®mEscamas dc pele
0 - = = Sceregdo Vaginal
& RG] o & > m Urina
o W '\0&6 o o & .
& 8 ) ¥ aY mLavadc Gastrico
EJ. 0;(& C\“ o‘g’ -Q-u‘?'
oS Qo\r‘
<
Espécies de leveduras do género Candida

Figura 2. Distribuicdo das espécies de leveduras do género Candida nas distintas

amostras clinicas.

-

Figura 3 - Aspecto micromorfolégico de C. tropicalis
Fonte: Imagem obtida pela autora, Laboratério de
Micologia — LI-FCM - Amostra: 145/08
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Figura 4 - Aspecto micromorfolégico de C. albicans

Fonte: Imagem obtida pela autora, Laboratério de
Micologia — LI-FCM - Amostra: 85/08

Figura 5 - Aspecto micromorfolégico de C. parapsilosis
Fonte: Imagem obtida pela autora, Laboratério de
Micologia — LI-FCM - Amostra: 134/08
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Figura 6 - Aspecto micromorfolégico de C. glabrata
Fonte: Imagem obtida pela autora, Laboratdrio de
Micologia — LI-FCM - Amostra: 101/08

Figura 7 - Aspecto micromorfolégico de C. krusei
Fonte: Imagem obtida pela autora, Laboratdrio de
Micologia — LI-FCM - Amostra: 111/08
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Figura 8 — Exemplo de Galeria do sistema comercial API 20C AUX da
Biomeriéux mostrando perfil de identificacdo de leveduras do
género Candida.

5.2.2 Determinacao da concentracio inibitéria minima das cinco drogas antifiingicas
para os isolados de leveduras do género Candida

As concentracdes inibitérias minimas dos antifingicos cetoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol e anfotericina B foram determinadas para os 105 isolados de
leveduras do género Candida provenientes de pacientes HIV positivos utilizando a

metodologia comercial Etest® (Figura 9).

Figura 9- Exemplo de testes in vitro (Etest) para avaliacdo do perfil
de susceptibilidade in vitro frente ao cetoconazol,
fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B, para
leveduras do género Candida.
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Os resultados das CIMs obtidas frente as cinco drogas, a variacdo entre os valores
minimos e maximos das CIMs e os valores da CIMsy e CIMg dos isolados das espécies de
Candida spp estdo apresentados na tabela 2. Os valores de CIMsy e CIMyy corresponderam,
respectivamente, as concentracdes das drogas que inibiram o crescimento de 50% e 90% dos

isolados.

O teste de susceptibilidade ndo foi realizado para o unico isolado de C.

guilliermondii, devido a contaminagao da amostra.

Comparando os valores de CIM de cada droga, observou-se um amplo espectro de
variacdo frente aos antifingicos testados e freqiiéncia elevada de resisténcia em relacdo aos
valores de CIMy, para maioria dos isolados. O isolado caracterizado como C. krusei
demonstrou resisténcia para valores de CIMsy e CIMg, 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 29,7% (fluconazol), 28,4%
(itraconazol), 24,7% (voriconazol) , 22,2% (cetoconazol) e 1,23% para a anfotericina B.
Considerando todos os antiftingicos testados, o fluconazol foi aquele que contribuiu com
maiores valores, sugerindo resisténcia para a maioria dos isolados, como se segue: C. krusei
(100%), C. albicans (29,7%), C. tropicalis (37,5%). Também foi observado um ndmero
elevado de isolados resistentes ao itraconazol e cetoconazol, para as espécies: C. krusei
(75%), C. albicans (28,4%), C. tropicalis (37,5%), e C. krusei (50%); C. albicans (22,2%) e
C. tropicalis (37,5%) respectivamente. A espécie C. parapsilosis mostrou-se resistente apenas
ao itraconazol (25%) e anfotericina B (12,5%). Também foram encontrados isolados
resistentes a anfotericina B, destacando a C. krusei (75%) como ilustra a figura 10. As
espécies de C. glabrata mostraram-se susceptiveis a quatro antifingicos testados, porém

exibiram resisténcia ao itraconazol.
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A porcentagem de isolados susceptiveis (S) e resistentes (R) frente ao cetoconazol e
anfotericina B respectivamente, esta apresentada na tabela 2. Porém, para o itraconazol,
fluconazol e voriconazol, os valores referentes a susceptibilidade dose-dependéncia foram
considerados. A distribui¢do de valores de CIM dos antifiingicos testados para as leveduras do

género Candida estd apresentada nas figuras 11, 12, 13.
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Figura 10. Freqiiéncia de resisténcia dos isolados de leveduras do género Candida
provenientes de diversas amostras clinicas frente aos antifungicos
testados.
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Tabela 2 - Concentragdes inibitdrias minimas das cinco drogas antifingicas frente as espécies de leveduras do género Candida das distintas
amostras clinicas.

Droga Antiftingica Candida spp Variacdo CIM (ug/mL) Perfil de susceptibilidade
50 90 S(%)* SDD(%)** R(%)***
Cetoconazol C. albicans (n=82) 0,002 a >32 0,19 >32 76,5 - 23,4
C. parapsilosis (n=8) 0,016 a 0,75 0,125 0,50 100,0 - 0,0
C. tropicalis (n=8) 0,25 a>32 1,5 >32 62,5 - 37,5
C. krusei (n=4) 3,0a6,0 3 4 50,0 - 50,0
Fluconazol C. albicans (n=82) 0,023 a >256 4 >256 667 3.8 29,6
C. parapsilosis (n=8) 0,19a12,0 2 8 87,5 12,5 0,0
C. tropicalis (n=8) 1,0 a >256 2 >256 50,0 0,0 50,0
C. krusei (n=4) 64 a >256 64 >256 0,0 0,0 100,0
Itraconazol C. albicans (n=82) 0,003 a >32 0,032 >32 67,9 1,23 30,8
C. parapsilosis (n=8) 0,004 a 3,0 0,032 1,5 62,5 12,5 25,0
C. tropicalis (n=8) 0,012 a>32 0,5 >32 25,0 25,0 50,0
C. krusei (n=4) 0,50 a >256 2 >32 0,0 25,0 75,00
Voriconazol C. albicans (n=82) 0,012 a>32 0,064 >32 72,8 1,2 25,9
C. parapsilosis (n=8) 0,012 a 0,032 0,032 0,19 100,0 0,0 0,0
C. tropicalis (n=8) 0,047 a >32 0,094 >32 50,0 0,0 50,0
C. krusei (n=4) 0,38 a 0,75 0,50 0,75 100,0 0,0 0,0
Anfotericina B C. albicans (n=82) 0,38 a 0,50 0,125 0,5 98,7 - 1,23
C. parapsilosis (n=8) 0,25a3 0,50 0,75 87,5 - 12,5
C. tropicalis (n=8) 0,012a1,0 0,38 1 100,0 - 0,0
C. krusei (n=4) 1,0a4,0 2 3 25,0 - 75,0

*Susceptivel (S); **Susceptivel dose-dependente (SDD);***Resistente (R).
CIMs e CIMyg,concentracdo capaz de inibir o crescimento dos isolados em 50% e 90% respectivamente.
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CIM (mg/mL)

CIM (mg/mL)

CETOCONAZOL
40 - A
AN AAA CA: C. albicans
30 CT: C. tropicalis
CK: C. krusei
CP: C. parapsilosis
204 CG: C. glabrata
A A
10
A
A A,
0 m A ?‘A | PP AA
CA CT CK CP CG
FLUCONAZOL
280
rvvIve AAA AA
B
210
140 -
A
70 AA
AA
O m A TAA I AAA#AA ? A
CA CT CK CP CG

Figura 11 - Distribuicao de valores de CIM de cetoconazol (A) e fluconazol
(B) frente as espécies de leveduras do género Candida.
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CIM (mg/mL)

CIM (mg/mL)

ITRACONAZOL
40 - A
30 AAA A CA: C. albicans
CT: C. tropicalis
CK: C. krusei
CP: C. parapsilosis
20 CG: C. glabrata
10
A
A A
Yy .t A
CA CT CK CP CG
VORICONAZOL
40 -
YV VN AAA B
30
20
10
A
0 __AA*AM—A_TM—LP—AA*AA—?_A_
CA CT CK CP CG

Figura 12 - Distribui¢ao de valores de CIM de itraconazol (A) e voriconazol
(B) frente as espécies de leveduras do género Candida.
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ANFOTERICINA B
30
CA: C. albicans
CT: C. tropicalis
CK: C. krusei
) CP: C. parapsilosis
e 20 CG: C. glabrata
~~
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E
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A A A A
A LA, A
N

CA CT CK CP CG

Figura 13 - Distribui¢do de valores de CIM de anfotericina B frente as
espécies de leveduras do género Candida.

5.3 Isolamento das leveduras do género Cryptococcus nas amostras clinicas

Considerando os 26 pacientes em que foram isolados Cryptococcus spp a média
(DP) de idade foi de 40,2 (8,7) anos, variando de 25 a 62 anos Destes pacientes, 17

pertenciam ao sexo masculino e nove ao sexo feminino.

Para os isolados de Cryptococcus spp, a contagem de linfdcitos TCD* variou de
8 a 293 céls/mm’, com média (DP) de 74,4 (75,7) céls/mm’ Dos pacientes HIV
positivos analisados, 65,4% dos pacientes estavam com contagem de células CD4+

abaixo de 100 céls/mm>. Para 15 4% dos pacientes, os valores estiveram compreendidos
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entre 100 a 200 céls/mm’ e para 7,7% acima de 200 céls/mm’. Em 11,5% dos pacientes
estudados ndo foram obtidas informagdes relacionadas aos valores de CD4+ (Figura
14). A média (DP) da carga viral foi de 148.398,1 (181.694,8) cépias/mm3. Dos 26

pacientes estudados, 50,0% estavam em uso de terapia HAART.

M abaixo de 100 céls/mm
Ede 100 a 200 céls/mm
W acima de 201 céls/mm

M naoc informado

Figura 14. Distribuicao dos pacientes HIV positivos de acordo com a contagem de células
TCD4+ para isolados de Cryptococcus spp.

5.3.1 Identificacao das espécies de leveduras do género Cryptococcus

Vinte e seis isolados clinicos de Cryptoccocus spp foram isolados a partir dos
materiais clinicos: liquor, sangue, escarro, urina e linfonodo de membro superior direito

(Figura 15).
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Figura 15. Distribuicéo das espécies de leveduras do género Cryptococcus em distintas amostras
clinicas.

As espécies de leveduras do género Cryptococcus foram caracterizadas em C.

neoformans (n=25 - 96,1%) e C. gattii (n=1 - 3,8%) (Figura 16).

Figura 16 - Caracterizac@o das espécies de leveduras do género Cryptococcus
em meio CGB. A coloragdo azul indica teste positivo - C.gattii e,
a coloracdo verde indica teste negativo — C.neoformans.
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5.3.2 Determinacdo da concentracao inibitoria minima das cinco drogas
antifingicas para os isolados de leveduras do género Cryptococcus

As concentragdes inibitérias minimas dos antifingicos cetoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol e anfotericina B foram determinadas para os 26 isolados de
leveduras do género Cryptococcus isolados de pacientes HIV positivos utilizando a

metodologia comercial Etest® (Figura 17).

Figura 9- Exemplo de testes in vitro (Etest) para avaliacdo do perfil de
susceptibilidade in vitro frente ao cetoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol e anfotericina B, para leveduras do
género Cryptococcus.

Os resultados das CIMs obtidas frente as cinco drogas, a variacdo entre os valores
minimos e maximos das CIMs e os valores da CIM5y e CIMy dos isolados das espécies
de Candida spp estdo apresentados na tabela 4. Os valores de CIMsy, e CIMyg
corresponderam, respectivamente, as concentracdes das drogas que inibiram o
crescimento de 50% e 90% dos isolados. A CIMsy e CIMyo do isolado de C. gattii ndao

foram determinadas devido ao nimero restrito. Os valores de CIM (ug/mL) encontrados
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para a espécie C. gattii frente aos antifingicos foram: cetoconazol - 3,0; fluconazol -

>256; itraconazol - 3,0; voriconazol - 0,5; anfotericina - B 0,064.

A maioria dos isolados de C. neoformans mostraram-se susceptiveis aos cinco

antifiingicos testados, 8% mostraram-se resistentes e 20% susceptiveis

dose-dependentes frente ao fluconazol.Considerando o itraconazol, 8,0% mostraram-se
resistentes e 16% susceptiveis dose dependentes. Enquanto que o isolado de C. gattii
apresentou resisténcia in vitro ao fluconazol (CIM >256 ug/mL) e itraconazol (CIM 3,0

pg/mL).

A porcentagem de isolados susceptiveis (S) e resistentes (R) frente ao cetoconazol
e anfotericina B respectivamente, estdo apresentados nas tabelas 2. Porém, para o

itraconazol, fluconazol e voriconazol, os valores referentes a susceptibilidade dose-

dependéncia foram considerados.

Quanto ao local de isolamento, os isolados de C. neoformans provenientes do
LCR apresentaram valores de CIM mais elevados para todos os antifingicos testados
quando comparados aos outros sitios de isolamento, exceto para anfotericina B (Tabela

3).

Tabela 3 - Variagcdo da concentragdo inibitdria minima quanto ao local de isolamento de
amostras de Cryptococcus neoformans.
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Variacao da CIM (pg/ml)

Antifingico

Cetoconazol
Fluconazol
Itraconazol

Voriconazol

Anfotericina B

Local de isolamento de Cryptococcus neoformans
e n° de amostras

LCR Sangue Escarro LNF MSD
n=17 n=6 n=1 n=1
0,064 -1,5 0,25-0,75 0,5 0,25
1,0 - >256 2,0-16,0 12 2
0,008 - 1,5 0,064 - 0,25 0,19 0,012
0,012 -0,25 0,016 - 0,064 0,064 0,023
0,094 - 1,0 0,38 -1,0 0,38 0,75
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Tabela 4 - Concentragdo inibitéria minima das cinco drogas antifingicas frente as espécies de leveduras do género Candida

em distintos espécimes clinicos.

Cryptococcus spp Antifiingico Variacao CIM (ng/ml) Perfil de susceptibilidade
50% 90 % S (%) SDD (%)** R (%)#+
C. neoformans Cetoconazol 0,064 a 1,5 0,5 0,75 100,0 - 0,0
Fluconazol 1,0 a> 256 8 16 52,4 20,0 8,0
Itraconazol 0,008 a 1,5 0,064 0,38 61,9 16,0 8,0
Voriconazol 0,012 a 0,25 0,032 0,064 100,0 0,0 0,0
Anfotericina B 0,094 a1,0 0,50 0,75 100,0 0,0 0,0

*Susceptivel (S); **Susceptivel dose-dependente (SDD);***Resistente (R).

°CIMs5, e °°CIMyy,concentracido capaz de inibir o crescimento dos isolados em 50% e 90% respectivamente.
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De forma usual, a resisténcia de fungos aos antimicrobianos ocorre como conseqiiéncia da
utilizagdo destes agentes na pratica médica. A partir do aumento da populacdo de pacientes
imunodeprimidos e elevacdo da ocorréncia de infec¢des fliingicas nesses pacientes, t€m sido
registradas elevadas taxas de resisténcia aos antifiingicos. Dentre os microorganismos do
Reino fungi, o gé€nero mais estudado, considerando os mecanismos de resisténcia aos
antifingicos, € Candida spp. Entretanto, alguns desses mecanismos podem ser semelhantes a

outros géneros, dentre eles, Cryptococcus spp. 4

Em pacientes HIV positivos e com AIDS, o desenvolvimento de meningite criptococdcica
¢ freqiliente. Durante a terapia de manuten¢do com o azdlico fluconazol, o fungo gera um

mecanismo capaz de driblar a acdo da droga antifungica, possibilitando recidivas da infec¢do.

47

6.1 Freqiiéncia de isolamento das leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus em

pacientes com HIV/AIDS

Alguns trabalhos t€m sido realizados com o objetivo conhecer a distribui¢do de espécies
de leveduras do género Candida em pacientes HIV positivos e com AIDS. Em 2002, um
grupo de pesquisadores brasileiros registrou a distribui¢do de espécies desse gé€nero em
pacientes com AIDS, procedentes de diferentes regides do Brasil. Eles também analisaram o
perfil de susceptibilidade ao fluconazol, itraconazol e cetoconazol. *> A populacdo avaliada
correspondeu a 130 pacientes com AIDS e 142 isolados foram recuperados da cavidade oral
dos mesmos. A idade dos pacientes variou de 18 a 65 anos, com média de 34 anos, sendo que
94 foram pertencentes ao sexo masculino (72%). Neste estudo, a média de idade detectada foi
pouco superior, igual a 40,2 anos, sendo que 56,8% pertenciam ao sexo masculino de um total

de 102 pacientes avaliados.
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Considerando o isolamento de leveduras do género Cryptococcus, dos 160 pacientes
avaliados neste estudo, em 26 (16,3%) o diagnéstico laboratorial de criptococose foi

confirmado.

Recentemente (2008), em um total de 104 pacientes com suspeita clinica de
meningoencefalite, foi registrada uma prevaléncia igual a 12,5% (13/104) demonstrando
infeccdo pelo virus HIV e criptococose. Na Colombia foi realizado um estudo clinico-
epidemiolégico sobre a criptococose e os resultados obtidos foram decorrentes de uma
avaliagdo realizada no periodo compreendido entre 1997 — 2005. Foram analisadas 93
amostras procedentes de 76 centros. Destas, 891 (95,7%) corresponderam a caso de
neurocriptococose, 27 (2,9%) as formas pulmonares, 5 (0,5%) a lesdes cutaneas, 2 (0,2%) a
formas ganglionares, 2 (0,2%) a ulceras orofaringeas e 1 (0,1%) para cada uma das seguintes
formas clinicas: peritonite, lesdo hepatica, celulite de membros inferiores e infec¢do das vias
urindrias. Em relacdo ao sexo, 82,7% foram homens com predominio de adultos jovens. No

entanto, foram registrados 25 (2,7%) casos em criancas. 147

Na ultima década, a incidéncia da criptococose em pacientes com AIDS foi estimada de 6
a 10% nos Estado Unidos, oeste da Europa e Austrélia e de 15 a 30% na Africa. A incidéncia

é praticamente alta no sudeste dos Estados Unidos e na Africa equatoriall.47

2

E forcoso considerar que os dados obtidos neste estudo ndo devem ser comparados
diretamente a outros trabalhos disponiveis na literatura, considerando peculiaridades da

populacdo incluida.
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6.2 Infeccao por leveduras do género Candida e depressio imune em pacientes
portadores de HIV/AIDS

Sant’Ana et al. (2002)*® no Brasil, registraram que em 115 de 130 pacientes, a contagem
de linfécitos TCD4+ apresentaram valores oscilando entre 0 a 454 céls/mm3, e média de 42
céls/mm”™. Apenas 10 pacientes mostraram valores elevados superiores a 200 céls/mm”. Esses
valores contrastam com os encontrados neste estudo, pois a média de células encontradas foi
de 170 céls/mm°. No entanto, vale ressaltar que, neste estudo, em 40% dos pacientes nao foi
possivel obter informacdes referentes aos valores de TCD4+. J4 em relacdo a terapia HAART,

taxas muito proximas foram encontradas por aqueles autores (37%) e neste estudo (38,2%).

6.3 Infeccao por leveduras do género Cryptococcus e depressio imune em pacientes

portadores de HIV/AIDS

Poucos trabalhos foram encontrados na literatura abordando este topico. Entretanto, em
2007, trabalho interessante foi publicado por um grupo francés, no que se refere a prevaléncia,
determinantes de positividade e utilidade clinica da antigenemia criptococdcica em pacientes
HIV do Camboja. Em édrea endémica, foram avaliados 327 pacientes e a prevaléncia de
criptococose foi igual a 18% nessa populacdo. As conclusdes desse trabalho apontam que
deteccao de polissacarideo da membrana criptococdcica em pacientes com AIDS e contagem
de linfécitos TCD4 inferior a 100 céls/mm’, podem ser tteis em dreas endémicas para

criptococose, permitindo o diagndstico precoce e o tratamento desta infeccdo oportunista. '**

Neste estudo, nao foi realizada a pesquisa de antigeno criptococécico, devido ao alto custo
do teste. No entanto, foi observado que em 65,4% dos pacientes a contagem foi inferior a 100

céls/mm’. Este percentual corresponde, portanto a maioria dos individuos infectados pelas
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leveduras do género Cryptococcus. Para este grupo, haveria indicacdo da deteccao do
antigeno criptococdcico, objetivando diagndstico precoce da infec¢do fungica, ndo raramente
fatal. Vale ressaltar que o diagndstico pela deteccdo de antigenos € mais sensivel
(sensibilidade =95%) do que a cultura (sensibilidade=75%) ou a microscopia direta utilizando
o método da tinta nanquim (sensibilidade=50%). °° Em pacientes com AIDS e criptococose, 0
status imunoldgico permanece inalterado ao longo do tempo, isto €, contagens de CD4

freqiientes < 100 céls/mm”. ¥/

6.4 Perfil de distribuicao de leveduras do género Candida

Neste estudo foram identificadas espécies distintas referentes as leveduras do gé€nero

Candida, sendo a C. albicans a mais prevalente.

Sant Ana et al. (2002)” também registraram que a espécie C. albicans foi a mais
freqiientemente isolada (91%) sendo que 70% dessas pertenciam ao sorotipo A. Neste estudo,
o método da sorotipagem ndo foi realizado, impossibilitando desta forma a comparagdo em
relacdo a prevaléncia dos sorotipos. Considerando as espécies ndo albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis e C. krusei foram identificadas neste estudo e, de forma coincidente, no primeiro
estudo multicéntrico realizado no Brasil. * Em contraste, as espécies C. glabrata e C.
guilliermondii s6 foram identificadas em nosso estudo, correspondendo apenas a 3,8% e
0,9%, respectivamente da populacdo total avaliada. Um grupo de pesquisadores espanhdis
avaliou a cavidade oral de 307 pacientes infectados pelo virus HIV e obtiveram 135
isolamentos referentes a C. albicans, trés a C. krusei e dois a C. glabrata. 107 Estas espécies

149

sdo coincidentes com aquelas encontradas em nosso estudo. Silva et al. (1998) ™, isolaram

leveduras do género Candida em 59 (68,6%) a partir de 86 amostras clinicas de mucosa oral
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de pacientes com AIDS. Destas, 88,1% corresponderam a C. albicans, 6,7% a C. tropicalis e
5,1 a C. krusei. Estes achados corroboram a alta prevaléncia de C. albicans em mucosa oral,
dado semelhante ao achado em nosso estudo. Vale salientar que o maior nimero de
isolamentos referentes as leveduras do género Candida foi detectado neste estudo em raspados
de mucosa oral e secre¢do de orofaringe, achado este similar aos registros encontrados na

. 112, 149, 150
literatura, >3 112 14%

6.5 Determinacdo da concentracio inibitoria minima para leveduras do género

Candida

Em Mato Grosso, ndo foram registrados at¢é o momento dados referentes ao perfil de
susceptibilidade dos isolados de Candida spp provenientes de pacientes HIV positivos e com
AIDS. Os resultados encontrados neste estudo evidenciaram resisténcia in vitro aos
antifingicos testados, com €nfase ao fluconazol. Dados publicados por Sanchez-Vargas et al.
(2005)%®, 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 azdlicos. Ao
considerarmos a espécie C. albicans em nosso estudo, verificamos que foram obtidos
percentuais superiores, sugerindo resisténcia dessa espécie ao fluconazol, itraconazol, e

anfotericina B.

Considerando o voriconazol, foram obtidos dados neste estudo que mostraram 24,7% de
resisténcia a C. albicans. Em trabalho publicado por Wingeter et al. (2007)*%, avaliando 100
pacientes infectados pelo HIV, 58 apresentaram culturas positivas para Candida spp, sendo a
espécie C. albicans a mais freqiientemente isolada, como neste estudo. De forma geral, a

susceptibilidade foi alta, mais de 60% dos isolados foram susceptiveis a todos os antifingicos
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testados, sendo que para o cetoconazol foi observado maior nimero de isolados resistentes em
oposi¢cdo ao presente estudo, que aponta o maior numero de isolados resistentes ao
itraconazol. Wingeter et al. (2007)*, também apontaram que para o cetoconazol e itraconazol,
foi observada uma variacdo maior de susceptibilidade entre as amostras testadas, isto é 72%
dos isolados apresentaram CIM < lug/mL para o cetoconazol, enquanto 77 % foram

susceptiveis ao itraconazol com CIM 1 pg/mL.

Por outro lado, alguns autores relatam que o uso profildtico de antifiingicos em pacientes
com AIDS foi associado a redugdo da susceptibilidade ao fluconazol para espécies isoladas de

C. albicans, em episédios de candidiase oral ou recorrente. 151

Na Colombia, Gutiérrez et al. (2007)1“, avaliaram a susceptibilidade ao fluconazol e
voriconazol a partir de isolamentos da mucosa oral provenientes de 54 pacientes com AIDS.
Os resultados mostraram 72% das cepas isoladas de Candida spp, susceptiveis ao fluconazol,
6,3% suscetiveis dose-dependentes e 20,8 % resistentes. Resultados semelhantes foram
encontrados em nosso estudo, apontando 66,7% de susceptibilidade. Ja considerando as cepas
susceptiveis dose dependentes, foram encontrados valores inferiores (3,8 %), e superiores em

se tratando de resisténcia (29,6 %).

A maioria dos trabalhos disponiveis na literatura avalia o perfil de susceptibilidade in vitro
aos derivados azodlicos, mas é forcoso considerar o valor correspondente a resisténcia para

anfotericina B igual a 1,23 %.
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6.6 Perfil de susceptibilidade a drogas antifiingicas para leveduras do género

Cryptococcus

Uma série ampla de estudos tem sido registrada e visa determinar a susceptibilidade in

vitro de C. neoformans, utilizando, para tanto, diferentes metodologias.

A partir do emprego da metodologia da macrodiluicio, Fernandes et al. (2003)°
determinaram a susceptibilidade a trés antifungicos (fluconazol, itraconazol e anfotericina B)

de 56 isolados de C. neoformans e de 4 C. gattii.

As oscilagdes de CIMs referentes aos isolados de C. gattii foram para o fluconazol,
itraconazol e a anfotericina B, respectivamente, 24 a 256 ug/mL, 0,19 a 0,75 ug/mL e 0,75 a 1
pg/mL. Em nosso estudo, a partir da utilizacdo da metodologia do Etest, o tnico isolado de C.
gattii apresentou resisténcia in vitro ao fluconazol (CIM > 256 pg/mL) e itraconazol (CIM =

3,0 ug/mL).

Alves et al. (2001)"*%, utilizando a metodologia empregada por Fernandes et al (2003)°,
apenas com acréscimo de 2% de glicose ao meio liquido de RPMI, determinaram a
susceptibilidade de 82 amostras (isolados clinicos e ambientais) de C. neoformans para 4
drogas antifungicas: fluconazol, itraconazol, cetoconazol e anfotericina B. Observaram
variacdes de CIMs entre 0,125 a 16 ug/mL para o fluconazol, para isolados clinicos e
ambientais. Em nosso estudo, foi observada variagao igual a 1,0 - >256 pg/mL, considerando
os isolados clinicos de C. neoformans provenientes do LCR, sendo entao este valor superior

ao encontrado por Alves et al, em (2001)152.

Para efeito de comparacio entre metodologias utilizadas, Aller et al. (2000)%, utilizaram a
metodologia comercial Etest e 0 método da microdilui¢cdo para avaliar C. neoformans a quatro

antifungicos. Estes isolados clinicos foram provenientes de 16 pacientes e recolhidos a partir
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de distintas amostras clinicas (21 LCR, 11 hemoculturas, um aspirado bronco-alveolar, uma
biopsia pulmonar e um aspirado de medula éssea). Em trés casos, multiplos isolados foram
obtidos de um mesmo paciente, sendo os isolados oriundos de diferentes episddios de
meningite. Cinco isolados foram considerados resistentes ao fluconazol. Em nosso estudo, foi
observado percentual igual a 9,5 %, sugerindo resisténcia ao fluconazol e 38,5 % sugerindo

susceptibilidade dose-dependéncia.

Quando se considera a metodologia do Etest, deve-se registrar os achados de Maxwell et
al. (2003)'>. Esses autores avaliaram tal metodologia para determinar as concentracdes
inibitérias minimas frente ao voriconazol e anfotericina B para 162 isolados clinicos de C.
neoformans. Os resultados encontrados permitem sugerir boa correlagdo entre a metodologia
Etest e o método de referéncia proposto pelo CLSI. Esses autores relatam, naquele estudo, que
esta seria a primeira evidéncia de que as concentragdes inibitérias minimas obtidas para o
voriconazol sdo compardveis aquelas obtidas pelo NCCLS. Além disso, esses pesquisadores
reconhecem a utilidade do método Etest para determinagdo in vitro de CIMs frente a

anfotericina B.

Em Goiania, Fernandes et al. (2003)9 determinaram as caracteristicas das antigas
variedades de C. neoformans (C. neoformans var neoformans e C. neoformans var gattii
provenientes de pacientes com AIDS. Em relacdo ao perfil de susceptibilidade in vitro, foi
observado que os valores de CIMs para C. neorformans var neoformans foram inferiores
aqueles encontrados para C. neoformans var gattii. Foi registrada resisténcia ao fluconazol
para trés isolados de C. neoformans var gattii, mas nao para C. neoformans var neoformans..
Porém, no presente estudo, foi detectada resisténcia ao fluconazol (9,5 %), para C.
neoformans, em contraste com os resultados encontrados em Goiania, 0s quais apontam

auséncia de resisténcia a esta droga para essa espécie.
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Outro estudo refor¢ando a utilidade do método Etest para testar in vitro a susceptibilidade
de C. neoformans ao voriconazol foi publicado por Chandenier et al. (2004)"**. Além disso,
mostra a primeira evidéncia demonstrando boa atividade da anfotericina B, fluconazol e
voriconazol frente aos isolados no Camboja. Esses dados sdo importantes, pois, apontam,
mais uma vez, que a utilizagdo do método Etest é registrada na literatura, e em termos de
aplicabilidade no laboratério de rotina, € exeqiiivel ao contrario do método de referéncia

(CLSD).

1 2
55 também mostram a menor

No Brasil, os dados registrados por Trilles et al. (2004)
susceptibilidade de C. gattii em relagdo ao C. neoformans para vdarias drogas antifingicas

testadas, com excecao da anfotericina B e 5-flucitosina.

Registro bastante interessante foi publicado por Larsen et al. (2007)"°

, quando esse grupo
conseguiu demonstrar as medidas quantitativas in vitro referentes a susceptibilidade para

anfotericina B e as respostas quantitativas observadas nos pacientes.

De forma geral, este trabalho nos permitiu conhecer os primeiros dados laboratoriais
referentes ao perfil de distribuicdo das espécies de leveduras dos géneros Candida e

Cryptococcus e de susceptibilidade a drogas antifiingicas em Mato Grosso.

A utilizagdo da metodologia do Etest na rotina laboratorial torna-se adequada frente as
necessidades clinicas considerando candidoses e criptococoses 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 alcancar maior paralelismo entre dados obtidos in vitro e

resposta terapéutica in vivo.



7. CONCLUSOES
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1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Das amostras clinicas obtidas, para isolamento de leveduras do género Candida, as que
apresentaram maior freqiiéncia de positividade foram os raspados de mucosa oral e

secrecoes de orofaringe.

A Candida albicans foi a espécie mais freqiientemente isolada em mucosa oral e

orofaringea na populagao avaliada.

Foi observada baixa freqiiéncia de isolamento de espécies de Candida ndo albicans.

Os valores de CIMs das espécies de leveduras do género Candida mostraram uma
tendéncia a resisténcia in vitro para os antifingicos azdlicos, em especial para o

fluconazol.

As espécies de Candida“ndo-albicans”, tais como C. tropicalis e C. krusei ,

apresentaram tendéncia a valores mais elevados de CIMs referentes, aos azdis.

Os valores de CIM encontrados para C. krusei em relagdo a anfotericina B sugerem

resisténcia.

A espécie C. neoformans foi absolutamente predominante em relacdo a C. gattii.

Os isolados de C. neoformans mostraram-se susceptiveis em sua grande maioria aos

azolicos e anfotericina B in vitro.
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ANEXO 1.

Tabela 5 — Perfil bioquimico (assimilacdo e fermentagdo) das espécies de leveduras do género Candida segundo Kwon-Chung & Bennett, 1992; Kurtzman & Fell, 1998.

Fermentacao
Espéci
species GLI MAL SAC GAL LAC RAF TRE XIL MEL
C. albicans + + - + (V) - - + - -
C. parapsilosis + (v) v) +-
- parap. )
C. tropicalis + + +(v)  +(V) - - +/- +/- -
C. krusei + - - - - - - _ -
C. glabrata + - - - - - + - -
C. dubliniensis + + - + (V) - - + - -
C. guilliermondi + - +(V) - -(v) -(v) + - (V)

GLI: Glicose, MAL: Maltose, SAC: Sacarose, GAL: Galactose, LAC: Lactose, RAF: Rafnose, TRE: Trealose, XIL: Xilose, MEL: Melibiose
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ANEXO 2
Protocolo n° 247/2006 Comité de ética em pesquisa do HUJM

Ministério da Educagao
FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
HOSPITAL UNIVERSITARIO JULI0 MULLER

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario lilio Miiller
—Registrado na Comissio Nacional de Etica em Pesquisa em 25/08/97

REFERENCIA: Projeto de protocolo N° 247/CEP-HUJM/06
“CON PENDENCIAS”

APROVADO “ad referendum?”

APROVACAO FINAL

NAO APROVADO

MO

O projeto de pesquisa intitulado: "Estudo do Perfil de Susceptibilidade a
medicamentos com agio antifungica em pacientes portadores do HIV que demandam os
servicos de saide de Cuiaba, MT”, encaminhado pelo(a) pesquisador(a),
Rosane Christine Hahn, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HUJM, em reunigo realizada em 16 de fevereiro de 2006 que concluiu pela
aprovacéo final, tendo em vista que atende a Resolugdo CNS 196/96 do
Ministério da Saude para pesquisa envolvendo seres humanos.

Cuiaba, 16 de fevereiro de 2006.

Profa. Dra. iMaLri\eT\Apzlr,en::id Munhoz Gaiva
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa do HUJM

Hos;?ﬁIUniversii;ﬂgfﬁfio Miiller
Rua L, SN. Jardim Alvorada. CEP 78048-790 Cuiaba —MT, Brasil

Fone: 65-615-7302. e-mail: cephuim@cpd.ufimt.br

http://www.ufmt. br/cep_hujm
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APENDICE 1

Termo de consentimento Livre e Esclarecido

|

r—
e
v
e |
3|
==

Programa kacional Secretaria de  Fimstena
de ST cAids  Vigiiancia em Sauce 02 Saude

|

Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico — UPT

Termo de consentimento Livre e Esciarecido

Estudo do perfil de susceptibilidade a medicamentos com acdo antifiingica em pacientes
portadores do HIV que demandam os servigos de saide de Cuiaba, Mato Grosso

Os responsaveis por esta pesquisa esclareceram-me que a mesma tem 2 finalidade de melhorar o
conhecimento sobre a eficacia do tratamento da micose que pode estar me acometendo. Isto porque €
sabido que o micrébio que causa essa micose pode ser resistente ou sensivel ao remédio que eles irdo
utilizar, caso eu esteja mesmo com a micose.

Além dos exames médicos que venho recebendo do meu médico, estou ciente de que a equipe de
pesquisa ird me examinar também, fazer perguntas sobre a minha vida e a minha doenga e,
posteriormente, ira colher material para exame, que pode ser sangue, €scarro, urina, fragmento de pele,
cabelo, unha, para futuros exames, que poderao ser realizados aqui mesmo em Cuiaba, ou em Goiénia.
A equipe deixou claro que os procedimentos de coleta de material para exame serdo realizados por
médico ou bioquimico devidamente treinados e que nio oferecem risco. Alem disso, 0s pesquiadores
comprometem-se em entregar o resultado do exame ao meu médico, téo logo esteja pronto.

Foi também esclarecido que todas as informagdes obtidas nesta pesquisa serdo utilizadas
exclusivamente para atender aos objetivos da mesma. As informagdes serdo confidenciais, ficando sob
o poder da equipe responsével pela pesquisa, a qual garantiré o sigilo do meu nome.

Foi também informado que qualquer informagéo adicional que eu queira saber sobre o estudo pode ser
solicitada por mim a qualquer momento. E que a minha participag@o é voluntéria. Isto quer dizer que
tenho todo o direito_de_ndo participar da pesquisa, ¢ que isto ndio acarretard em qualquer tipo de
penalidade, e que terei garantido o meu tratamento, conforme a rotina do servigo.

Eu, , entendi o que me
foi explicado sobre o estudo e concordo em participar do mesmo.

(paciente)
Assinaturas: do participante (ou responsével, caso seja menor de idade; ou sua impresséo digital, caso
nio saiba assinar o nome)

(pesquisador)

Pdgina 20 de 26
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APENDICE 2
FICHA EPIDEMIOLOGICA PROJETO DST/AIDS
Nome: Nimero
Data Coleta: Sexo:F()M() Idade:_ Prontuario
Clinica: Servico de Satde
Taxa linfocito TCDy: Carga Viral:
Fase da Doenca: HIV ( ) AIDS ()
Uso de Terapia HAART: SIM ( ) NAO () Quanto Tempo:
Infeccio Fingica prévia: SIM ( ) NAO ()
Qual:
Uso prévio de Antifiingico: SIM ( ) NAO ()
Qual: Posologia:
Infeccdo Fungica Recente (Data Coleta / Diagndstico Infeccdo
Fingica):

1.Candidiase ( ) Local:

2.Criptococose ( ) Local:

3.Paracoccidioidomicose ( ) Local:

4.0Outra infeccao Fangica () Qual:

Tratamento: SIM ( ) NAO ()
Esquema Terapéutico

Qual Antiftingico:

Posologia:

Tempo de Tratamento:

Evolugio: ALTA ( ) OBITO ( ) Outros ( )
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APENDICE 3

Valores das concentracoes inibitorias minimas (CIM), expressos em ug/mlL para os
isolados de leveduras do género Candida dos pacientes HIV positivos

N°Lab CETO FLUCO ITRA VORICO ANFOB

410/03 12 256 32 32 1
375 0,064 2 0,016 0,032 0,5
451 12 256 0,19 0,23 0,5
681 0,75 8 4 0,19 0,5
758 0,032 2 0,016 0,023 0,38

5 0,75 256 1,5 32 0,125
6 0,023 3 0,012 0,023 0,25
46 4 256 32 32 0,25
8 0,75 6 0,016 0,094 0,38
9 0,75 256 32 0,094 32
11 0,064 3 0,023 0,023 0,016
12 0,064 6 0,023 0,032 0,38
15 0,032 3 0,016 0,032 0,25
17 0,5 1 0,5 0,047 0,25
18 0,047 1,5 0,016 0,032 0,38
19 0,75 8 0,125 32 0,25
20 0,19 6 0,064 0,125 0,38
02/07 32 256 32 32 0,38
51/07 0,023 1,5 0,023 0,032 0,38
52/07 32 256 32 32 0,19
57/07 0,023 1 0,012 0,023 0,5
60/07 0,023 1,5 0,016 0,032 0,5
65/07 32 256 32 32 0,38
83/08 0,19 3 0,032 0,094 0,5
92/08 32 256 32 32 1
97/08 0,094 4 0,023 0,064 0,25
106/08 0,19 4 0,016 0,064 0,25
112/08V 0,094 0,023 0,016 0,032 0,38
112/08A 0,25 1,5 0,012 0,094 0,012

118/08 2 32 1,5 0,5 0,5

121/08 32 256 32 32 0,75

124/08 0,19 1 0,032 0,064 0,125

133/08 32 256 32 32 0,047
706 0,25 4 0,094 0,023 0,19
33/1 1 1,5 0,25 0,064 0,38

221/02 0,19 1,5 0,064 0,032 0,125

137/08 32 256 32 32 0,5

138/08 0,19 6 0,125 0,047 0,19

150/08 0,064 1,5 0,032 0,023 0,19
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Valores das concentracoes inibitorias minimas (CIM), expressos em ug/mlL para os

isolados de leveduras do género Candida dos pacientes HIV positivos

N°Lab CETO | FLUCO | ITRA VORICO ANFOB
157/08 0,032 1 0,012 0,012 0,19
158/08 0,75 2 0,75 0,032 0,125
26 0,012 1 0,012 F 1
125/08 0,002 1,5 0,012 0,016 0,094
163/08 0,125 0,75 0,047 0,047 0,38
1 0,064 3 0,032 0,047 0,75
2 0,125 16 0,064 0,125 0,38
3 0,19 6 2 0,19 0,75
4 2 256 8 32 0,38
13 32 256 32 32 0,125
14 0,38 12 2 0,25 0,25
04/08 32 256 32 32 0,19
05/08 0,19 256 0,047 0,016 0,5
06/08 32 256 32 32 0,5
01/09 0,008 1,5 0,003 0,016 0,5
107/08 0,5 12 0,064 0,19 0,25
108/08 0,064 6 0,016 0,064 0,5
122/08 1 128 4 2 0,38
7 0,047 3 0,016 0,032 0,38
10 0,125 4 0,032 0,64 0,38
16 0,032 1,5 0,016 0,023 0,25
02/06 32 256 32 32 0,38
03/06 2 256 32 32 0,5
04/06 0,19 4 0,047 0,19 0,5
01/07 32 256 32 32 0,38
56/07 0,016 0,19 0,012 0,012 0,75
62/07 0,075 12 3 0,19 0,75
63/07 0,5 8 0,032 0,064 0,38
64/07 0,125 3 0,023 0,032 0,5
73/08 0,047 4 0,016 0,047 0,5
85/05 0,125 4 0,023 0,047 0,38
87/08 0,064 2 0,032 0,032 0,19
89/08 0,094 3 0,016 0,023 0,5
90/08 0,047 3 0,023 0,016 0,5
91/08 0,125 3 0,016 0,047 0,75
95/08 32 256 32 32 0,5
96/08 0,125 2 0,75 0,023 0,25
128/08 0,38 6 0,032 0,38 0,19
129/08 32 256 0,016 0,023 0,006
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Valores das concentracoes inibitorias minimas (CIM), expressos em ug/mlL para os

isolados de leveduras do género Candida dos pacientes HIV positivos

N°Lab CETO | FLUCO | ITRA VORICO ANFOB
130/08 V 32 256 32 32 0,5
130/08 V 0,25 6 0,023 0,125 0,125

131/08 32 3 0,19 32 0,75

LO05

134/08 0,38 4 1,5 0,19 3
66/07 0,125 4 0,016 0,064 0,38
67/07 0,125 3 0,032 0,125 0,38
80/08 0,023 1 0,004 0,012 0,5
81/08 32 256 32 32 0,25
82/08 1,5 24 2 0,19 0,38
84/04 0,094 3 0,016 0,032 0,25
99/08 0,25 8 0,064 0,064 0,25

100/08 3 64 2 0,5 2

101/08 0,75 12 1 0,19 0,19

102/08 4 256 32 0,75 3

103/08 0,19 8 0,023 0,064 0,5

111/08 6 256 3 0,5 4

136/08 32 256 32 0,38 0,25
145/08 V 1,5 2 0,094 0,047 0,38
145/08 V 3 1,5 0,064 0,047 0,19

159/08 0,125 3 0,008 0,023 0,064

59/07 0,047 0,38 0,016 0,016 0,38

93/08 0,064 3 0,023 0,047 0,5

1107 0,125 1 0,032 0,047 0,38
1108 32 256 32 32 0,5
1056 3 64 0,5 0,38 1
1116 32 256 32 32 0,25
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APENDICE 4

Valores das concentracoes inibitorias minimas (CIM), expressos em ug/mlL para os

isolados de leveduras do género Cryptococcus dos pacientes HIV positivos

NLAB CETO FLUCO ITRA VORICO | ANFOB
551 0,5 8 0,047 0,023 0,38
711 0,5 6 0,064 0,023 0,38

29 0,75 12 0,032 0,047 0,38
211 0,25 2 0,012 0,023 0,75
250 0,19 0,008 0,012 0,5

573 0,5 12 0,094 0,047 0,38
636 3 256 3 0,5 0,064
635 0,38 64 0,38 0,047 0,38
664 0,5 12 0,19 0,064 0,38
705 0,5 16 0,38 0,064 0,25

48 HC 0,38 8 0,19 0,032 0,38

496 HC 0,5 16 0,25 0,064 0,75

612 HC 0,38 4 0,094 0,023 0,38
651 1,5 16 1 0,064 1
738 1,5 256 1,5 0,25 0,5
795 0,5 4 0,064 0,032 0,5

04/01/07 0,25 16 0,25 0,064 0,5
153/08 0,25 2 0,032 0,023 1
70/07 0,5 12 0,125 0,032 0,094

2997HC/08 0,25 2 0,094 0,016 0,5

162/08 0,25 4 0,032 0,032 0,5
1088 0,75 32 0,094 0,064 0,5

3246HC 0,75 8 0,125 0,032 0,5

1195 0,064 1 0,032 0,012 0.50
666/06 0,5 6 0,064 0,064 0,5
868HC 0,25 2 0,064 0,023 1
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