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Salvia ACRD. Presengca de microrganismos potencialmente
superinfectantes na cavidade bucal de pacientes com anemia
falciforme em uso de hidroxiuréia [dissertacdo]. S&o José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista; 2010.

RESUMO

Considerando-se que portadores de anemia falciforme apresentam
relatado aumento da suscetibilidade as infeccdes e que reservatorios
bucais de microrganismos patogénicos podem representar uma porta
de entrada para doencas, a avaliagdo da microbiota bucal
potencialmente patogénica ganha relevancia. O objetivo deste estudo
foi avaliar a presenca de leveduras do género Candida, estafilococos,
enterobactérias e Pseudomonas spp. na cavidade bucal de pacientes
com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia, comparando
os resultados com individuos controle. Foram incluidos no estudo 69
pacientes, com idades entre 15 a 60 anos, portadores de anemia
falciforme, confirmados por exames clinicos e laboratoriais. Estes
foram divididos em dois grupos: em tratamento com hidroxiuréia
(HU) por no minimo 90 dias (n=30); sem tratamento com HU (n=39).
Foram também incluidos dois grupos controle pareados (controle | e
I, respectivamente), sendo individuos saudaveis com perfil
semelhante (quanto a idade, sexo e condicdes bucais) aos dos grupos
em estudo. Ndo foram incluidos pacientes diabéticos, portadores de
proteses bucais totais, outras doencas sistémicas e que estivessem sob
terapia com medicamentos que podem interferir com as condicdes
bucais. Foram realizados exame clinico, anamnese e coleta de
enxague bucal de cada paciente. Este foi semeado em meios de cultura
especificos para cada microrganismo e, apos incubacéo, foram obtidos
valores de UFC/mL. Os isolados foram identificados pelo sistema
API. A prevaléncia das espécies de microrganismos isolados foi
comparada entre os grupos anemia falciforme com HU (AnF/HU+),
sem HU (AnF/HU-) com seus respectivos controles. Foram realizados
testes de suscetibilidade aos antimicrobianos segundo metodologia
CLSI. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas



entre as contagens de estafilococos e enterobactérias/pseudomonas
obtidas no grupo AnF/HU+ e grupo AnF/HU- guando comparados aos
respectivos controles. Verificou-se diferenca significativa entre as
contagens de leveduras do grupo AnF/HU- em relacdo ao seu grupo
controle, porém o mesmo nao foi observado para o grupo AnF/HU+.
C. albicans foi a espécie mais frequentemente em todos 0s grupos.
Maior namero de espécies ndo-albicans foi identificado nos grupos
AnF/HU+ e AnF/HU- com relacdo aos controles. S. aureus foi a
espécie prevalente nos grupos experimentais e S. epidermidis nos
grupos controles. E. cloacae e P. aeruginosa foram as mais
prevalentes no grupo AnF/HU+. No grupo AnF/HU- pOde-se observar
a maior prevaléncia de E. cloacae, A. baumanii, R. terrigena e P.
aeruginosa. Nos grupos controles, S. liquefaciens, E. cloacae e K.
oxytoca foram as mais prevalentes. A maior parte das cepas avaliadas
foi sensivel a todos os antifingicos. As cepas de estafilococos dos
grupos AnF/HU+, controle | e controle Il apresentaram grande
sensibilidade as drogas utilizadas. As do grupo AnF/HU-
apresentaram sensibilidade menor a amoxicilina, ciprofloxacina e
eritromicina, comparado aos demais grupos. Todas as cepas de
enterobactérias/Pseudomonas do controle | foram resistentes a
amoxicilina, doxiciclina e tetraciclina. Porcentagem elevada de cepas
foi resistente a norfloxacina. Quase a totalidade das cepas do grupo
controle Il foi resistente a amoxicilina, doxiciclina e tetraciclina. Por
outro lado, as cepas dos grupos AnF apresentaram sensibilidade a
essas drogas, com excecao de norfloxacina.

Palavras-chave: Anemia falciforme, microrganismos oportunistas,
antimicrobianos.
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1 INTRODUCAO

A doenca falciforme ¢é wuma das desordens
hematologicas hereditarias mais comuns em todo o mundo, sendo a
mais comum no Brasil (Brasil, 2007; Brawley et al., 2008; Cancado;
Jesus, 2007). A doenca originou-se na Africa e foi trazida s Américas
pela imigracdo forcada dos escravos, predominando entre negros,
pardos e afro-descendentes (Brasil, 2005; Brasil, 2007; Cancado;
Jesus, 2007; Kikuchi, 2007; Silva; Shimauti, 2006). Sua etiologia
provem de uma mutacdo de ponto no gene da globina beta,
originando-se no lugar da Hb A, a hemoglobina Hb S alterada
(Azevedo, 2006; Brasil, 2007; Cartron; Elion, 2008; Demirbas, 2008;
Figueiredo, 2007a; Johnson; Telen, 2008; Kelleher, 1996; Khatib,
2009; White, 2000).

Em baixas tensdes de oxigénio as hemacias se
polimerizam, tornando-se rigidas e conseqlentemente reduzindo sua
vida media para aproximadamente 20 dias, quando sdo retiradas da
circulacéo pelo baco (Rosa; Magalhées, 2002). Em criancas, no inicio
da doenca, 0 bago encontra-se aumentado e, com 0 passar dos anos,
devido aos infartos freqientes ocorre a asplenia funcional,
predispondo a infecgdes por pneumococos, Salmonella spp. e
microrganismos  Gram-negativos. Em razdo da aumentada

suscetibilidade a infeccOes oportunistas, faz-se necessario 0 USO
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profilatico de antibidticos em criancas (Braga, 2007; Di Nuzzo;
Fonseca, 2004; Rosa; Magalhaes, 2002).

Segundo Braga (2007), os defeitos imunolégicos no
paciente falciforme que o predispde a infecgbes sdo: diminuicdo da
producdo de interleucina 4, com comprometimento da maturacdo do
linfocito B e da producdo de Ig M; contagem varidvel de linfocitos T
helper e supressor; reducdo nos niveis de linfocitos T helper e
supressor nos pacientes com asplenia funcional e producdo
inadequada de anticorpos frente a administracdo endovenosa de

vacinas polissacaridicas.

A microbiota bucal apresenta-se estavel em estado de
salude, porém mudancas significativas podem ocorrer em face de
doencas sistémicas e seus tratamentos (Jobbins, 1992). A presenca de
patdgenos potenciais, como enterobactérias, Staphylococcus aureus e
Candida spp., deve ser considerada importante, especialmente em
pacientes com desordens sistémicas. Esses microrganismos podem
causar patologias e comprometer a vida de pacientes debilitados
podendo causar infeccdes sistémicas, uma vez que a cavidade bucal
representa uma porta de entrada para tais infecgbes (Dahlén, 1993;
Parahitiyawa et al., 2009).

O estudo da microbiota bucal de portadores de anemia
falciforme tem sido pouco discutido na literatura. Fukuda (2005)
avaliou a presenca de estreptococos do grupo mutans em duas
populacdes de pacientes pediatricos com anemia falciforme: abaixo

dos 6 anos (grupo 1) e entre 6 e 12 anos de idade (grupo 1), utilizando
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0 sistema Dentocult SM. Constatou-se que no grupo | nenhum
paciente apresentou cultura positiva para este microrganismo,
enquanto que no grupo Il, contagens menores estatisticamente

significativas foram observadas em relacdo aos controles.

Devido a auséncia, até o presente momento, de estudos
relativos a microrganismos oportunistas em portadores de anemia
falciforme, julgou-se de grande importancia o estudo de sua
prevaléncia na cavidade bucal desses individuos, bem como a
verificacdo da suscetibilidade dessas cepas clinicas a antimicrobianos

utilizados rotineiramente no tratamento de infeccdes.



2 REVISAO DA LITERATURA

A hemoglobina ¢ a proteina respiratoria presente no
interior dos eritrocitos dos mamiferos responsavel pelo transporte de
oxigénio pelo organismo. E constituida de uma proteina globular de
quatro subunidades, compostas de dois pares de cadeias globinicas,
um par de cadeias do tipo alfa e outro de cadeias do tipo nao-alfa,
quimicamente unida a ferroprotoporfirina IX. As combinagdes entre
as diversas cadeias de proteinas originam as diferentes hemoglobinas
desde o periodo embriondrio até a fase adulta (Galiza Neto;

Pitombeira, 2003).

A génese das cadeias globinicas ¢ regulada por
agrupamentos de genes nos cromossomos 11 e 16, nos periodos
embriondrio, fetal e adulto (Galiza Neto; Pitombeira, 2003). Por
grande parte da vida intra-uterina prepondera a produgdo da
hemoglobina fetal (Hb F) constituida por 2 cadeias o e 2 cadeias
v, decaindo logo apos os primeiros seis meses de vida. O gene da
cadeia beta (B) globinica ¢ expresso com pouca intensidade nas
primeiras seis semanas de vida fetal, porém, a partir deste periodo a
sintese de cadeia y ¢ largamente substituida pela sintese de cadeia 3,
dando origem a produgdo da hemoglobina A (Hb A). A distribui¢ao
proporcional das diferentes hemoglobinas nas hemécias do individuo a

partir deste periodo ficam assim definidas: Hb A = 96%-98%; Hb A2
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=2,5%-3%; e Hb F = 0%-1% (Galiza Neto; Pitombeira, 2003; Naoum,
2000; Saunthararajah, 2005).

A doenga falciforme agrupa um conjunto de genétipos
diferentes caracterizados pela concentragdo da Hb S estar acima de
50%, destacando-se a anemia falciforme (Hb SS), a co-heranga do
gene Hb S com o gene da hemoglobina C (SC), além da possibilidade
de co-heranca do gene Hb S com os genes da B ¢ p° talassemia, em
ordem decrescente de freqiiéncia (Azevedo, 2006; Bishop, 1995;
Brawley et al., 2008; Crawford, 1987; Di Nuzzo; Fonseca, 2004;
Epps, 2009; Naoum, 2000; Nwadiaro, 2000; Scipio, 2001; Silva;
Shimauti, 2006; Taylor, 1995). Os diferentes haplétipos da Hb S
denominados por Bantu, Senegal, Camardes e Asidtico t€ém sido
apontados como possiveis causas da heterogeneidade fenotipica da

anemia falciforme (Naoum, 2000; Saunthararajah, 2005).

Naoum (2000) relata que o gene anormal para a sintese
da Hb S pode ter surgido entre os periodos Paleolitico e Mesolitico,
nas regides centro-oeste da Africa, india e leste da Asia, porém, o fato
que a permanéncia do gene da hemoglobina S (Hb S) foi a sua relagao

com a infec¢do pelo Plasmodium falciparum.

A formacdo da Hb S deve-se basicamente a
substituicdo pontual de uma base nitrogenada, adenina por timina
(GAG — GTQG), no sexto cddon do éxon 1 no DNA do cromossomo
11. Essa substitui¢cao, em vez de codificar a produgdo (transcri¢ao) do
aminoacido acido glutdmico, determina a produg¢do do aminoacido

valina, que entrard na posicdo 6 da seqiiéncia de aminoacidos que
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compdem a cadeia B da hemoglobina, modificando sua estrutura
molecular (Azevedo, 2006; Bishop, 1995; Brasil, 2007; Demirbas,
2008; Figueiredo, 2007a; Galiza Neto, 2005; Grodecki; Friedman,
1985; Johnson; Telen, 2008; Kelleher, 1996; Khatib, 2009; Naoum,
2000; Galiza Neto; Pitombeira, 2003; Silva; Shimauti, 2006;
Saunthararajah, 2005). No estado de homozigose da Hb S, os niveis
dessa hemoglobina anormal alcangam de 70 a 98% (Kavadia-Tsala,

2004).

O diagndstico de hemoglobinopatias foi incluido no
Programa Nacional de Triagem Neonatal do Ministério da Satude
(Portaria Ministerial nimero 822, de junho de 2001). O exame ¢
realizado na primeira semana de vida por meio de sangue total colhido
do calcanhar do recém-nascido, conhecido como teste do pezinho
(Braga, 2007; Brasil, 2005). Dentre os métodos diagnosticos mais
utilizados sdo citados a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e focalizagdo isoelétrica (Brasil, 2005). Estima-se em nosso
pais que haja mais de dois milhdes de portadores do gene da Hb S,
sendo que mais de oito mil apresentam a forma grave (SS) (Brasil,
2005; Cancado; Jesus, 2007; Silva; Shimauti, 2006). De acordo com
Piratininga (2000), a ocorréncia no Brasil atinge aproximadamente
2,1% dos negros ou seus descendentes. Estima-se que nos EUA
nas¢am 2000 criangas com doenga falciforme por ano (Brawley et al.,

2008) e, segundo Azevedo (2006), aproximadamente 2500 no Brasil.

O diagnostico precoce da anemia falciforme possibilita

o acompanhamento da crianc¢a antes do surgimento da sintomatologia
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e de suas complicacdes e permite iniciar a profilaxia antibiotica a
partir dos 3 meses de vida, conjuntamente a vacinacdo contra
microrganismos  encapsulados  (Streptococcus pneumoniae e

Haemophilus influenzae b (Di Nuzzo; Fonseca, 2004).

A hemoglobina mutante, em alta concentracdo e sob
baixa tensdo de oxigénio, sofre modificagdo na sua conformacgao
molecular devido a presenca do aminoacido valina, que interage com
os receptores fenilalanina (B-85) e leucina (B-88) na molécula
adjacente da hemoglobina S, desencadeando a formagao de polimeros,
ocasionando a alteragdo da plasticidade normal dos eritrdcitos
falcémicos, tornando-os mais propensos a aderirem ao endotélio
vascular, levando a vaso-oclusiao (Bishop, 1995; Brawley et al., 2008;
Cartron; Elion, 2008; Costa, 2006; Galiza Neto; Pitombeira, 2003;
Grodecki; Friedman, 1985; Loureiro; Rozenfeld, 2005; Naoum, 2000).
Como conseqliéncia, ocorre a estase venosa que desencadeia a piora
da hipoxia tecidual, levando mais moléculas de Hb S ao estado de
deoxi-Hb S, lesando os tecidos perfundidos por esses capilares. Todos
esses eventos provocam lesdes teciduais agudas, com crises de dores e
lesdes cronicas de 6rgaos (Bishop, 1995; Grodecki; Friedman, 1985;
Naoum, 2000; Azevedo, 2006; Bishop, 1995; Braga, 2007; Brasil,
2007; Brawley et al., 2008; Cancado; Jesus, 2007; Cartron; Elion,
2008; Figueiredo, 2007a; Galiza Neto; Pitombeira, 2003; Gregory;
Olujohungbe, 1994; Grodecki; Friedman, 1985; Kavadia-Tsatala,
2004; Kelleher, 1996; Khatib, 2009; Piratininga, 2000;
Saunthararajah, 2005; Scipio, 2001; Shroyer III, 1991; Silva;
Shimauti, 2006; Taylor, 1995; White, 2000). Dentre as manifestacdes
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clinicas relatam-se: crises algicas, crises hemoliticas, sindrome
tordcica aguda, necrose asséptica de fémur, retinopatia, insuficiéncia
renal cronica, alteracdo no crescimento, litiase biliar, febre, acidente
vascular cerebral, Ulcera de perna, priapismo e comprometimento
cardiaco (Azevedo, 2006; Braga, 2007; Brasil, 2005; Brasil, 2007;
Brawley et al., 2008; Cancado; Jesus, 2007; Cartron; Elion, 2008;
Costa, 2006; Crhyssanthou, 2001; Demirbas, 2008; Figueiredo, 2007a;
Galiza Neto; Pitombeira, 2003; Grodecki; Friedman, 1985; Johnson;
Telen, 2008; Khatib, 2009; Kikuchi, 2007; Naoum, 2000;
Saunthararajah, 2005; Silva; Shimauti, 2006; Taylor, 1995; Zago;
Pinto, 2007; White, 2000). Essas manifestagdes clinicas surgem a
partir do primeiro ano, estendendo-se durante toda a vida e
apresentando grande variabilidade. Observa-se na primeira infancia,
esplenomegalia decorrente da congestio na polpa vermelha pelo
seqiliestro de eritrocitos falcizados nos corddes esplénicos e
sinusoides, que evolui com a formacdo de trombose e infartos,
culminando com a atrofia e fibrose do baco. Sua funcao alterada
aumenta a suscetibilidade a infecgdes graves, constituindo a principal
causa de morte em portadores de doenca falciforme (Azevedo, 2006;
Bishop, 1995; Braga, 2007; Brasil, 2005; Costa, 2006; Crawford,
1987; Di Nuzzo; Fonseca, 2004; Figueiredo, 2007a; Gregory;
Olujohungbe, 1994; Grodecki; Friedman, 1985; Kavadia-Tsatala,
2004; Kelleher, 1996; Khatib, 2009; Kikuchi, 2007; Nwadiaro, 2000;
Sadat-Ali, 1998; Scipio, 2001; Silva; Shimauti, 2006; Taylor, 1995;
Zago; Pinto, 2007; White, 2000).
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A Hb F ¢ produzida pelos genes da globina y e esta
restrita as células F. Nos pacientes com anemia falciforme, essas
células contém aproximadamente 20% de Hb F e 80% de Hb S
(Figueiredo, 2007a). A presenga da Hb F pode alterar os sitios de
contato entre as moléculas de Hb S, prejudicando a formagdo de
polimeros, reduzindo o processo de falcizacao (Figueiredo, 2007a).
Verificou-se que a concentracao elevada de Hb F atua como um fator
moderador das conseqiiéncias clinicas da doenga (Costa, 2006;
Saunthararajah, 2005; Silva; Shimauti, 2006). A maneira pela qual os
niveis aumentados de Hb F estariam relacionados com a melhora das
crises algicas nos pacientes falcémicos e, conseqiientemente, com sua
melhor evolugao clinica ¢ atribuida ao fato de que a Hb F possui um
efeito inibitorio sobre a polimerizagdo da Hb S (Costa, 2006;

Saunthararajah, 2005).

As opgOes terap€uticas disponiveis incluem o
transplante de medula 6ssea (TMO) e o uso de hidroxiuréia (HU). O
TMO, apesar de ser medida curativa quando se dispde de um doador
compativel, ¢ considerado de alto risco por apresentar grande indice
de complicagdes e mortalidade (Silva; Shimauti, 2006). O Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas do Ministério da Saiude aprovado
para a anemia falciforme recomenda para pacientes adultos a
administragdo de HU em uma dose diaria inicial de 15 mg/kg
(Ministério da Saude, 2002). Este fArmaco utilizado para o tratamento
das neoplasias hematoldgicas vem sendo administrado como forma
alternativa ao tratamento convencional das doencgas falciformes, sendo

capaz de aumentar as concentracdes de Hb F e produzir melhora do
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curso clinico da doenca (Brawley et al., 2008; Cancado; Jesus, 2007;
Cartron; Elion, 2008; Figueiredo, 2007a; Figueiredo, 2007b; Johnson;
Telen, 2008; Silva; Shimauti, 2006; Zago; Pinto, 2007).

A hidroxiuréia (HU) foi inicialmente sintetizada na
Alemanha em 1869 (Brawley et al., 2008). Foi desenvolvida como
droga anti-neoplasica e tem sido utilizada no tratamento de sindromes
mieloproliferativas, alguns tipos de leucemias, melanoma e cancer de
ovario (Brawley et al., 2008). Sua acdo deve-se a inibi¢ao da
ribonucleotideo-redutase, enzima que converte ribonucleotideos em
desoxiribonucletideos para a sintese de DNA (Benito, 2007; Cartron;
Elion, 2008). Os primeiros resultados dos efeitos positivos da HU,
caracterizados pela elevacdo dos niveis de Hb F em pacientes com
anemia falciforme surgiram em 1984 (Brawley et al., 2008). Fatores
relacionados a melhora clinica, além do aumento de Hb F sao:
aumento do volume corpuscular médio, melhora da hidratacao celular,
reticulocitopenia, aumento de 6xido nitrico, aumento da eritropoetina
e do fator de necrose tumoral alfa (Figueiredo, 2007b). Outra
utilizagdo do medicamento, segundo Benito (2007), ¢ sua atuagdo
como agente anti-HIV, promovendo inibi¢dao da replicagdo do HIV-1
indiretamente e como anti-viral sinérgico com alguns inibidores da

transcriptase reversa (NRTI), como didanosina.

De acordo com Brawley (2008) e Cartron; Elion
(2008), a eficacia da HU foi inicialmente atribuida a estimulagdo
farmacologica da Hb F, mas o fato de que beneficios clinicos ocorriam

previamente ao seu aumento sugeriu que essa droga poderia também
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atuar por meio de outros mecanismos, tais como a diminuicdo da
adesao de eritrocitos SS as células endoteliais e uma reducgado
significativa dos receptores de adesdao 04B1 ¢ CD36 em reticuldcitos
falcizados (Brawley et al., 2008; Canalli, 2008; Figueiredo, 2007b;
Johnson; Telen, 2008). Finalmente, a busca de outras drogas que
elevem os niveis de Hb F, como eritropoetina e butiratos, ainda
apresenta grande diversidade de resultados, fato que torna sua eficacia

ainda inconclusiva (Naoum, 2000).

Com relagcdo as manifestagdes bucais, diversas
alteragdes sdo relatadas, tais como palidez da mucosa, retardo de
erupcao dentdria, lingua descorada e despapilada, hipomaturacdo e
hipomineralizacdo em esmalte e dentina, hipercementose, aumento de
overbite ¢ overjet e expansao do espago medular dos ossos, inclusive
dos maxilares (Azevedo, 2006; Brasil, 2005; Demirbas, 2008;
Grodecki; Friedman, 1985; Kavadia-Tsatala, 2004; Kelleher, 1996;
Nwadiaro, 2000; Piratininga, 2000; Rosa; Magalhaes, 2002; Scipio,
2001; Taylor, 1995; White, 2000). Além disso, relatam-se casos de
calcificagdes pulpares, como resultado de trombose dos vasos
sangiiineos que irrigam a area afetada (Azevedo, 2006; Kavadia-
Tsatala, 2004; Piratininga, 2000; Rosa; Magalhdes, 2002), necrose
pulpar assintomatica e anestesia do nervo mandibular (Azevedo, 2006;
Bishop, 1995; Demirbas, 2008; Gregory; Olujohungbe, 1994;
Kavadia-Tsatala, 2004; Kelleher, 1996; Scipio, 2001; Taylor, 1995).
Um estudo realizado com adolescentes portadores de anemia
falciforme na Nigéria ndo constatou aumento da severidade de doenca

periodontal (Arowojolu, 1996). Resultado semelhante foi obtido por
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Crawford (1987) em pacientes de Chicago. De acordo com Bahrani-
Mougeot (2008), diversos estudos sugerem a associacdo entre
periodontite e doengas sistémicas, tais como doeng¢a da artéria

coronaria, baixo peso ao nascimento e endocardite infecciosa.

A respeito do comprometimento intravascular
mandibular, observa-se surgimento de infarto isquémico e
osteonecrose, criando um ambiente favoravel a proliferagdao
microbiana, conduzindo a instalacdo de osteomielite (Bishop, 1995;
Braga, 2007; Brasil, 2005; Demirbas, 2008; Figueiredo, 2007a;
Gregory; Olujohungbe, 1994; Grodecki; Friedman, 1985; Kavadia-
Tsatala, 2004; Kelleher, 1996; Nwadiaro, 2000; Piratininga, 2000;
Rosa; Magalhaes, 2002; Shroyer III, 1991; Tuzuner-Oncul, 2009).
Esta advém do envolvimento de Streptococcus spp., Staphylococcus
spp. ¢ Salmonella spp, sendo sua causa mais freqiiente, porém
Pseudomonas spp., Escherichia coli, Haemophilus influenza e
microbiota mista também tém sido relatados (Braga, 2007; Brasil,
2005; Epps, 2009; Grodecki; Friedman, 1985; Moreira, 2006; Sadat-
Ali, 1998; Shroyer III, 1991). Segundo Kavadia-Tsatala (2004),
Pinheiro (2007) e Rosa; Magalhaes (2002), a infeccdo por
estreptococos e outros patogenos resulta de sua disseminacao direta no
tecido 6sseo por meio de focos de infeccao dentéaria e/ou periodontal.
Segundo Ellison (2009), muitas das infec¢gdes dento-alveolares surgem
do aumento do numero de microrganismos comensais da cavidade
oral, como um resultado de mudangas nas condigdes ambientais
locais, levando a infecgdes oportunistas. Grodecki; Friedman (1985),

Kavadia-Tsatala (2004), Kelleher (1996) e Shroyer III (1991) relatam
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que a osteomielite da mandibula pode ndo ser necessariamente
relacionada a um problema dental, mas seu pobre suprimento
sangiiineo e posterior infarto podem resultar em areas necréticas que

sdo propicias para a proliferacdo microbiana.

Os principais agentes etiologicos associados a
episodios de infecg¢do bacteriana invasiva nos individuos com anemia
falciforme, em ordem decrescente de freqiiéncia sdo: Streptococcus
pneumoniae, Salmonella spp, Haemophilus influenzae, Escherichia
coli e Klebsiella spp. E extremamente importante lembrar que
qualquer infec¢do bacteriana no individuo com anemia falciforme tem
grande potencial de evoluir para sepse, muitas vezes com é&xito letal,
se nao for identificada e tratada precocemente (Di Nuzzo; Fonseca,

2004).

Alguns estudos enfatizam a necessidade da avaliacdo da
histéria médica e odontologica, assim como a instru¢do de higiene
bucal e o controle do risco de infecgdes para um tratamento clinico-
odontoldgico adequado destes pacientes (Azevedo, 2006; Gregory;
Olujohungbe, 1994; Oliveira, 2007; Pinheiro, 2007; Rosa; Magalhaes,
2002; Rosing, 2007). Adicionalmente, salienta-se a necessidade de
atencdo aos principios de pratica odontologica segura conjuntamente
ao tratamento multidisciplinar nestes individuos, os quais apresentam
potencial significativo de morbidade e mortalidade (Azevedo, 2006;
Bishop, 1995; Brasil, 2005; Cancgado; Jesus, 2007; Rosa; Magalhaes,
2002; Rosing, 2007).
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E importante ressaltar que as infecgdes dentérias podem
precipitar crises falc€micas, portanto, um tratamento odontolégico mal
conduzido profilaticamente pode arriscar a saude do paciente (Bishop,
1995; Brasil, 2005; Rada, 1987; Taylor, 1995). Além disso, a
bacteriemia transitoria provocada por alguns procedimentos
odontologicos pode provocar infeccdo secunddria, fazendo-se
essencial a antibioticoterapia profilatica (Bahrani-Mougeot, 2008;
Braga, 2007; Brasil, 2005; Ellison, 2009; Kikuchi, 2007; Rosa;
Magalhdes, 2002).

A superinfeccao dificulta o tratamento de um processo
j4& existente, podendo representar uma complicagdo de terapia
antimicrobiana que levou a alteracio da microbiota benéfica,
causando proliferagdo de microrganismos oportunistas (Moreira,
2006; Oliveira, 2006; Pinheiro, 2007; Souto, 2006; Van Winkelhoff,
1996; Watamoto, 2009). Dentre os microrganismos considerados
superinfectantes, destacam-se as enterobactérias, estafilococos e
leveduras, os quais podem ser encontrados na saliva, mucosa bucal,
biofilme supragengival e em bolsa periodontal (Moreira, 2006;
Oliveira, 2006; Oliveira, 2007). E importante relatar que esses
microrganismos geralmente ndo se encontram em niveis significativos
na boca de individuos saudédveis (Flynn; Slots, 1993; Oliveira, 2006;
Pinheiro, 2007; Rams, 1990; Slots, 1988). Sua ocorréncia na cavidade
bucal tem sido associada a antibioticoterapia prolongada, resposta
imune deficiente, higiene bucal inadequada e desordens sist€émicas
como diabetes mellitus, neutropenia, agranulocitose ou AIDS (Chen et

al., 2009; Flynn; Slots, 1993). Nesses pacientes debilitados,



25

reservatorios bucais desses microrganismos podem representar uma
porta de entrada para infec¢des sistémicas (Dahlén, 1993; Jobbins,
1992; Parahitiyawa et al., 2009; Senpuku, 2003; Watamoto, 2009).
Além disso, relata-se que pacientes portadores de malignidades
hematologicas sdo mais suscetiveis a candidemia (Chen et al., 2009;
Jobbins, 1992; Oliveira, 2007; Rdsing, 2007; Samaranayake, 1986;
Slots, 1990; Souto, 2006).

Algumas espécies do género Staphylococcus atuam
como agente etiologico de uma variedade de infec¢cdes humanas e de
animais domésticos, representando um dos maiores desafios para a
saude publica (Souto, 2006; Fabiano, 2008). O género ¢ composto por
37 espécies, das quais 17 podem ser isoladas de humanos. Este género
¢ relacionado com diversas infeccdes humanas, como pneumonia,
sepsis, infecgdes nosocomiais € oportunistas, sendo S. aureus a
espécie mais frequentemente isolada (Carvalho et al., 2009; Koneman,
2008; Pinheiro, 2007; Tuzuner-Oncul, 2009; Vinodhkumaradithyaa,
2009). Pacientes imunocomprometidos apresentam risco potencial de
infeccOes bucais, ocasionando osteomiclite e abscessos dento-
alveolares (Ellison, 2009; Epps, 2009; Martins, 2001; Nwadiaro,
2000; Tuzuner-Oncul, 2009). Rams (1990) isolou estafilococos da
microbiota subgengival de 50,4% dos pacientes com periodontite
cronica. Estes resultados foram também observados em outros estudos
(Moreira, 2006; Olivieira, 2006; Souto, 2006). Oliveira (2006) relatou
que a produgdo de toxina por S. aureus no sitio subgengival exibe
atividade citotoxica para os neutréfilos, podendo agir como co-fator

no desenvolvimento da doenca periodontal.
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As bactérias da familia Enterobacteriaceae pertencem
a microbiota intestinal humana, porém podem atuar como patdgenos
oportunistas de infecgdes humanas (Oliveira, 2007; Santos, 2001;
Souto, 2006). Estas bactérias ndo sdo consideradas residentes da
microbiota bucal humana, entretanto podem coloniza-la em individuos
com doengas debilitantes (Rosing, 2007). Meatherall (2009) citou
Klebsiella pneumoniae como sendo a principal causa de bacteremias,
seguida por Escherichia coli e S. aureus. Infecgdes provocadas por
esse microrganismo geralmente surgem como complicacdo de
infeccdo urindria, gastrointestinal ou respiratoria, embora possam
surgir sem uma fonte definida. Santos (2001) encontrou elevada
prevaléncia (51%) desses microrganismos na cavidade bucal de

individuos controle da Regido do Vale do Paraiba.

Ademais, tém sido recuperados da microbiota
subgengival de lesdes periodontais avancadas, em alguns casos de
periodontite refrataria e em formas agravadas de doenga periodontal
destrutiva em pacientes com AIDS (Oliveira, 2007; Pinheiro, 2007;
Rams, 1990). Sua capacidade de invasdo pode ser explicada devido a
algumas espécies desses microrganismos agirem como co-fatores na
periodontite destrutiva, pois elaboram enzimas e toxinas de possivel
importancia para a destrui¢cao dos tecidos periodontais (Slots, 1988).
Dessa forma, a partir de sitios periodontais infectados, esses
patogenos podem atingir a corrente sangiiinea e induzir septicemia em

pacientes debilitados (Santos, 2001; Souto, 2006).
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O género Candida compreende aproximadamente
duzentas espécies de leveduras ndo produtoras de endosporos. A
espécie de maior importancia médica é C. albicans seguida por C.
tropicalis e C. glabrata, que perfazem cerca de 80% do isolamento em
candidoses (Chen et al., 2009). Segundo Silva (2009), C. parapsilosis
destaca-se como a segunda espécie mais isolada de pacientes com
infecgdes na corrente sanguinea na América Latina e Asia. As
leveduras desse género encontram-se amplamente espalhadas na
natureza, sendo que algumas espécies vivem como saprofitas ou
parasitas no homem e em outras espécies de animais. C. albicans,
associada obrigatoriamente a seres humanos ou outros animais
homeotermos, vive normalmente na orofaringe, boca, dobras da pele,
secrecdo bronquica, vagina, urina e fezes. (Jorge, 2006) A presenca de
espécies do género Candida na cavidade bucal de individuos
saudaveis varia de 35 a 60%, apresentando contagens de leveduras
inferiores a quatrocentas unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL) (Jorge, 2006; Watamoto, 2009). Em condigdes normais, o
organismo mantém as amostras de Candida spp. como comensais.
Entretanto, alteragcdes locais ou sist€émicas favorecem o
desenvolvimento de sua agdo patogénica, causando a candidose
(Jorge, 2006; Watamoto, 2009). As fungemias causadas por esse
género ocupam o quarto lugar em infec¢des nosocomiais (Boff et al.,
2008; Watamoto, 2009). Pacientes hospitalizados, diabéticos,
irradiados na cabeca e pescogo e portadores de doengas hematologicas
apresentam taxas mais altas na quantidade desse fungo na cavidade

bucal (Chen et al., 2009). Os fatores predisponentes locais a infec¢ao
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bucal sdo: xerostomia, alteragdo da microbiota bucal pelo uso de
antimicrobianos, dieta rica em carboidratos, cancer bucal, uso de
proteses e aparelhos ortoddnticos e associagdes com outras lesoes. Os
fatores sistémicos sdo: desordens endocrinas, nutricionais €
imunolégicas, transplantados que utilizam drogas imunossupressoras e
diabéticos descompensados (Watamoto, 2009). De acordo com Chen
et al. (2009) e Boff et al. (2008), a infec¢do por Candida spp. na
corrente sangiiinea esta associada a indices de morbidade

significantes.

A necrose da medula 6ssea predispde o paciente com
anemia falciforme a complicagdes como osteomielites e artrites
sépticas. Exames laboratoriais podem mostrar leucocitose (acima de
15.000/mm’) e velocidade de hemossedimentagio aumentada. Os
agentes etiologicos freqiientemente isolados sdo: Salmonella spp., S.
aureus, S. pneumoniae, H. influenzae, Klebsiella spp., Escherichia
coli e Enterococcus spp. (Bishop, 1995; Di Nuzzo; Fonseca, 2004;
Nwadiaro, 2000).

A meningite nos individuos com anemia falciforme
apresenta alta taxa de mortalidade, além de atuar como um dos fatores
precipitantes de um acidente vascular encefalico, principalmente o
isquémico (Azevedo, 2006; Di Nuzzo; Fonseca, 2004). Septicemia ¢
um risco permanente devido a reducdo ou auséncia de funcgao
esplénica, principalmente nos primeiros anos de vida, sendo a
principal causa de morte entre lactentes com anemia falciforme. Os

principais agentes etiologicos sdo: pneumococo, Haemophilus
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influenzae, Salmonella spp., Escherichia coli, Enterobacter spp. e
Acinetobacter spp. (Azevedo, 2006; Di Nuzzo; Fonseca, 2004,
Grodecki; Friedman, 1985). Relata-se que o risco de septicemia e/ou
meningite por S. pneumoniae ou H. influenzae tipo b chega a ser 600
vezes maior em criangas com esta doenga em relagao a controles, além
de pneumonias, infec¢des renais € osteomielites que ocorrem com
maior freqliéncia nesses individuos (Brasil, 2005; Di Nuzzo; Fonseca,

2004; Kikuchi, 2007).

Com relagdo ao uso de antimicrobianos, grande
importancia deve ser dada na aplicagdo de testes para avaliar a
suscetibilidade de cepas clinicas, visto o crescente surgimento de
cepas resistentes e o dificultado tratamento de infeccoes. Falagas;
Karageorgopoulos (2009) relatam a existéncia de individuos saudéaveis
portadores de organismos produtores de P-lactamase de espectro
estendido. Esses microrganismos sdo conhecidos por hidrolisarem
penicilinas, cefalosporinas (com excecao de cefamicinas) e aztreonam.
Como opgao terapéutica, podem ser utilizadas polimixinas,
fosfomicina, nitrofurantoina e temocilina, sendo os carbapenens mais
confiaveis no tratamento de infecgdes nosocomiais, dependendo do

microrganismo.

Estudos em infec¢des sist€émicas demonstram o
crescente isolamento de cepas resistentes aos antimicrobianos.
Meatherall (2009), estudando 640 individuos que haviam
desenvolvido bacteremia por K. pneumoniae, observou reduzida

suscetibilidade de seus isolados a ampicilina em 100% dos casos, a
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trimetoprima/sulfametoxazol em 6%, a gentamicina em 1%, a
cefazolina em 9%, a amoxicilina/clavulanato em 5%, a ciprofloxacina
em 3%, a ceftriaxona em menos de 1%, a piperacilina em 8%, a
piperacilina/tazobactam em 3% e a imipenem em menos de 1%.
Isolados produtores de [-lactamase de espectro estendido foram
identificadas em 4 individuos. Hoban (2009) estudou a evolucao da
resisténcia antibidtica em 29723 bacilos Gram-negativos aerdbicos e
anaerobicos facultativos multi-resistentes entre 2002 a 2007, coletados
de pacientes com infeccdo intra-abdominal. Os carbapenens e
amicacina foram os mais eficientes contra Citrobacter freundii,
Enterobacter spp, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca e Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis ¢ Serratia
marcescens. As cefalosporinas, cefoxitina e ampicilina/sulbactam

apresentaram reduzida atividade contra os microrganismos estudados.

Santos (2001) relatou a deteccdo de resisténcia a
varios agentes antimicrobianos avaliando isolados bucais de
enterobactérias de individuos saudaveis. Carvalho et al. (2009)
estudaram a prevaléncia de S. aureus meticilina-resistente e
meticilina-suscetivel coletados da saliva de profissionais saudaveis de
um hospital. As cepas foram identificadas e submetidas a ac¢do de
antimicrobianos. Neste estudo, observou-se resisténcia a oxacilina e
penicilina em 100% das amostras, 92% a eritromicina, 57,1% a
clindamicina e cefoxitina, 42,9% a ciprofloxacina, 7,1% a gentamicina
e trimetoprina/sulfametoxazol. Todas as cepas de S. aureus meticilina-
resistentes foram sensiveis a tetraciclina, rifampicina, vancomicina,

linezolida e mupirocina.
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Em relacdo a sensibilidade aos antifingicos, Manfredi
et al. (2006) verificou que porcentual significativamente mais elevado
de isolados bucais de C. albicans de pacientes diabéticos
apresentavam resisténcia ao fluconazol quando comparado a espécies
ndo-albicans. Koga-Ito et al. (2004) relataram que a totalidade dos
isolados bucais de pacientes com periodontite cronica foram
suscetiveis a anfotericina B e fluconazol, enquanto que algumas cepas

foram resistentes ao cetoconazol e 5-fluorocitosina.

Pouco tem sido discutido com relacdo a microbiota
bucal dos pacientes falciformes. Fukuda (2005) e Matos (2009)
avaliaram a microbiota cariogénica em criangas com anemia
falciforme. Por outro lado, ndo existem relatos anteriores sobre o
possivel efeito da terapia com hidroxiuréia sobre a microbiota.
Considerando-se que portadores de anemia falciforme apresentam
relatado aumento da suscetibilidade as infec¢gdes secundarias e que
reservatorios bucais de microrganismos podem representar uma porta
de entrada para infecgOes  sist€émicas em  pacientes
imunocomprometidos, a avaliacdo da microbiota bucal potencialmente

patogénica ganha relevancia.



3 PROPOSICAO

O objetivo neste estudo foi avaliar a prevaléncia bucal
e sensibilidade antimicrobiana de leveduras do género Candida e
bactérias dos géneros Staphylococcus e Pseudomonas e familia
Enterobacteriaceae em pacientes com anemia falciforme sob
tratamento com hidroxiureéia ou ndo comparando os resultados com

individuos controle.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Aspectos éticos

A pesquisa foi realizada de acordo com os principios
¢éticos, seguindo diretrizes € normas regulamentadoras da pesquisa
envolvendo seres humanos, conforme as resolugdes 196/96 do
Conselho Nacional de Satude e foi aprovada pelo CEP/UNESP sob o
protocolo 075/2007 e pelo CEP/UNIFESP sob o protocolo 1735/07
(Anexo A e B). Os procedimentos descritos nao trazem dor,
desconforto ou risco de qualquer espécie ao paciente, o qual foi
conscientizado do intuito da pesquisa e, ao optar por participar do
projeto, forneceu seu consentimento livre e esclarecido mediante a

assinatura em formulario proprio.

4.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos no presente estudo 138 individuos,

com idades de 15 a 60 anos, distribuidos em quatro grupos:
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a) Grupo AnF/HU+: pacientes diagnosticados
como portadores de anemia falciforme (Hb SS), sob tratamento
com hidroxiuréia (HU) por pelo menos 90 dias (n=30);

b) Grupo controle I: individuos saudaveis com
perfil semelhante (quanto a idade, género e condigdes bucais)
ao do grupo de estudo AnF/HU+ (n=30);

c) Grupo AnF/HU-: pacientes com anemia
falciforme (Hb SS) sem tratamento com HU (n=39);

d) Grupo controle II: pareado aos pacientes do

grupo AnF/HU- (n=39).

Os pacientes com anemia falciforme foram
selecionados dentre aqueles em tratamento no Ambulatorio de
Hematologia do Departamento de Oncologia Clinica e Experimental
da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP/EPM). Os grupos
controles foram compostos por individuos sistemicamente saudaveis,
com perfil semelhante ao dos grupos experimentais (idade, género,
condi¢des bucais), em atendimento nas clinicas da Faculdade de

Odontologia de Sao José¢ dos Campos — UNESP.
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4.3 Critérios de ndo inclusao

Nao foram incluidos individuos diabéticos, gestantes,
usudrios de proteses bucais totais e aparelhos ortodonticos, portadores
de lesdes bucais, neoplasias malignas, fumantes e que estivessem sob
terapia com medicamentos que pudessem interferir com as condigdes
bucais (Feio; Sapeta, 2005), 0S submetidos a
antibioticoterapia/antifungicoterapia/enxaguatorios bucais nos ultimos

60 dias.

4.4 Anamnese e exame clinico

Foram avaliados durante a realizacdo da anamnese os
dados pessoais, condicdes de saude geral e bucal de todos os
individuos, dosagem do medicamento utilizada e o tempo de
tratamento. Foi também realizado exame intra-bucal, pelo mesmo
examinador, para avaliagdo da presenca de lesdes bucais ¢
determinacdo do indice CPO-D. Os dados foram registrados em ficha
propria. Em casos de lesdes de carie ou outras alteragdes bucais
constatadas, os pacientes foram encaminhados para os servigos

publicos ou Faculdade de Odontologia da USP.
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4.5 Coleta das amostras

A coleta de material da cavidade bucal foi realizada por
meio de 10 mL de solucdo fisioldgica esterilizada (NaCl a 0,85%)
tamponada com fosfato (PBS 0,1 M e pH 7,2) contida em um
recipiente universal estéril descartdvel. Os individuos realizaram
bochecho com a solu¢do durante um minuto, devolvendo em seguida a
solugdo para o mesmo recipiente, o qual foi mantido em uma bolsa
térmica com gelo durante todo o percurso até serem transportados para
o laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos/UNESP, onde foi realizada a pesquisa, respeitando-
se o periodo maximo de 3 horas entre a coleta e o processamento das
amostras. O transporte do material foi realizado de acordo com as

normas da ANVISA/ RDC n° 302.

4.6 Processamento das amostras

As amostras de enxagiie bucal foram centrifugadas por
10 minutos, a 8.000 xg e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
ressuspendido em 2,5 mL de PBS e misturado em agitador de tubos
(Vortex) por 30 segundos, produzindo assim a suspensdo de

concentracao final. De cada amostra foi semeado 0,1 mL em duplicata
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em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit,
USA) acrescido de 0,1 mg/mL de cloranfenicol (Unido Quimica
Farmacéutica Nacional SA), 4gar manitol (Difco, Detroit, USA) e agar
MacConkey (Difco, Detroit, USA) para o isolamento de leveduras,
estafilococos, e enterobactérias/pseudomonas, respectivamente. As
placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 48 horas. Na
auséncia de crescimento nas placas de dgar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol, estas foram incubadas por mais 5 dias a temperatura
ambiente. A aliquota excedente de enxagilie bucal foi esterilizada e

descartada.

ApoOs o crescimento, as colonias caracteristicas de cada
género foram contadas. Foram realizados esfregacos em laminas e
corados pelo método de Gram para cada colonia com morfologia
diferente. Para obteng¢do de culturas puras foram realizados os
seguintes procedimentos: cinco coldnias sugestivas de leveduras
foram semeadas em 4gar Sabouraud dextrose e incubadas por 24 horas
a 37°C; duas ou trés colonias de cada morfologia de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas foram semeadas em gelose e incubadas
por 24 horas a 37°C. Apo6s o crescimento, os tubos foram

armazenados a 4°C para posterior identificacao.
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4.7 ldentificacdo das cepas de Candida spp.

As culturas obtidas foram novamente semeadas em
agar Sabouraud dextrose e incubadas por 24 horas a 37°C. Para a
identificacdo foi utilizado o sistema API 20 C AUX (Bio-Merieux,
Franga). Para a identificacdo definitiva de C. dubliniensis, as amostras
previamente identificadas como C. albicans ou C. dubliniensis foram
submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), de acordo com a

metodologia proposta por Mahnf (2005).

4.8 ldentificacdo das cepas de Enterobacterias e Pseudomonas

As culturas puras foram novamente semeadas em agar
MacConkey e incubadas por 24 horas a 37°C, e em seguida

identificadas utilizando-se o sistema API 20 E (Bio-Merieux, Franga).
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4.9 Identificacao das cepas de Staphylococcus spp.

A prova para a verificagdo da producdo de catalase foi
realizada para diferenciar estafilococos (prova positiva) de
estreptococos (prova negativa). As culturas puras foram semeadas em
tubos de ensaio contendo caldo de Infusdo Cérebro-Coragao (Brain
Heart Infusion Agar - Difco) e incubadas a 37°C durante 24 horas.
Apo6s esse periodo foi adicionado 1 mL de perdéxido de hidrogénio a
3%. A prova foi considerada positiva quando formaram-se bolhas de
oxigénio, indicativas da presenca da enzima catalase (Koneman,
2001). As cepas de estafilococos foram semeadas em dgar Manitol e
incubadas a 37°C por 24 horas. A identificagdo foi realizada pelo

Sistema API Staph (Bio-Merieux, Franga).

4.10 Testes de suscetibilidade aos antifungicos

As cepas de Candida spp. foram testadas quanto a
suscetibilidade in vitro as drogas antifingicas anfotericina B,
fluconazol, cetoconazol ¢ 5- fluorocitosina, de acordo com o método
de microdilui¢ao proposto pelo Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2002). Para obtengdo do indculo as cepas de Candida

spp. foram cultivadas em &gar Sabouraud dextrose e incubadas
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durante 48 h a 37°C. Posteriormente, foram selecionadas cinco
colonias com didmetro superior a 5 mm e suspensas em solu¢ao salina
esterilizada (NaCl 0,85%) obtendo-se uma concentragdo inicial de 1-5
x 10° células/mL. Seqiiencialmente, a suspensio foi diluida em 1:2000
em meio sintético RPMI 1640 tamponado a pH 7,0 com &cido
morfolinopropanosulféonico (MOPS), resultando em uma concentragdo
final de 0,5 x 10° a 2,5 x 10° células/mL. As drogas anfotericina B ¢
cetoconazol foram solubilizadas em dimetil sulfoxido (DMSO) (2 mL)
e agua destilada estéril (6 mL), enquanto que fluconazol e 5-
fluorocitosina em d4gua destilada esterilizada. As drogas foram
preparadas nas seguintes concentragoes: 320 pg/mL para anfotericina
B, 1000 pg/mL para 5-fluorocitosina, 1250 pg/mL para fluconazol,
640 pg/mL para cetoconazol. As solu¢des das drogas foram diluidas
em meio sintético RPMI de forma a obter-se concentracoes finais que
correspondam as seguintes faixas de intervalo referidas na literatura
como padrdo de susceptibilidade de Candida spp.: 4 a 0,02 pg/mL
para anfotericina B, 32 a 0,02 pg/mL para cetoconazol e 5-
fluorocitosina e 64 a 0,02 pg/mL para fluconazol. Para a realizagdo da
técnica de microdiluicdo foram utilizadas placas de acrilico com 96
orificios de fundo chato e com tampa (Difco, Detroit, USA). Em cada
orificio foram dispensados 50 upL da concentracio da droga
antifingica ¢ 50 pL do in6culo da amostra-teste. As placas foram
incubadas a 37°C e as leituras foram realizadas apds 24 e¢ 48 h. As
placas com anfotericina B foram cobertas com papel aluminio para

prote¢do contra a luz.
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A leitura dos resultados foi baseada em escala de
turbidez visual representada por: 0 (totalmente claro); 1 (levemente
turvo); 2 (turbidez intermedidria) referente a 80% da reducdo de
crescimento; 3 (turbidez proeminente) e 4 (totalmente turvo),
comparando-se com um poco controle de crescimento. A CIM de
az6is e S-fluorocitosina foram traduzidas pela concentracdo na qual
ocorreu aproximadamente 80% de redu¢dao no crescimento, enquanto
que para a anfotericina B, aquela correspondeu a completa auséncia de
crescimento (100%). Os pontos de corte considerados para a
classificacdo das drogas testadas utilizados para a classificacdo das
cepas em suscetiveis ou resistentes seguiram os valores estabelecidos
pelo CLSI, representados na Tabela 1. Para anfotericina B (S=<1 /
R=>2) e cetoconazol (S=<8 / R=>16), os valores foram estipulados

por Sutton et al. (1998).

Tabela 1 - Pontos de corte para interpretar os testes de suscetibilidade
em leveduras (ug/mL) (Segundo CLSI, 2002)

Antifungico Sensivel S-DD Intermediaria Resistente

fluconazol <8 16-32 >64

5-fluorocitosina <4 - 8-16 >32
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411 Testes de suscetibilidade aos antibiodticos

Para as cepas bacterianas foram realizados testes de
resisténcia a antibidticos. A concentragdo inibitoria minima (CIM) dos
antimicrobianos foi determinada utilizando-se o método de dilui¢cao
em agar Miieler-Hinton (Difco, Detroit, USA). Os antimicrobianos
foram esterilizados por filtracio (Membrana Millipore de 0,22 pm) e
adicionados 0,1 mL de cada diluicdo ao meio a 50°C (pour-plate).
Foram preparadas séries de placas contendo concentragdes de 2 a 256
png/mL de cada antimicrobiano, em dilui¢des seqiienciais multiplas de
dois. As cepas bacterianas identificadas foram semeadas com o auxilio
de replicador de Steers e incubadas a 37°C por 24 h. A leitura foi feita
pela observagdo de presenca ou auséncia de crescimento de colOnias
na superficie do agar (M2-A8, CLSI, 2002). Foram testados os
seguintes antimicrobianos: amoxicilina, ampicilina, azitromicina,
cefalexina, ciprofloxacina, clindamicina, doxiciclina, eritromicina,

metronidazol, norfloxacina, penicilina e tetraciclina.

A classificagdo quanto a resisténcia foi realizada para
os antimicrobianos cujos pontos de corte foram estabelecidos pelo

CLSI (2002) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Intervalos dos pontos de corte (valores em pg/mL)
estabelecidos pelo CLSI (2002)

Staphylococcus spp.
Perfil de suscetibilidade

Farmacos Sensivel  Intermedidrio  Resistente
doxiciclina <4 8 >16
tetraciclina <4 8 >16
clindamicina <0,5 la2 >4
amoxicilina <4 - >8
ciprofloxacina <1 2 >4
norfloxacina <4 8 >16
ampicilina <0,25 - >0,5
eritromicina <0,5 lad >8

Enterobacteriaceae
doxiciclina <4 8 >16
tetraciclina <4 8 >16
amoxicilina <8 16 >32
ciprofloxacina <1 2 >4
norfloxacina <4 8 >16
ampicilina <8 16 >32

Pseudomonadaceae
doxiciclina <4 8 >16
tetraciclina <4 8 >16
ciprofloxacina <1 2 >4
norfloxacina <4 8 >16
ampicilina <8 16 >32

Para avaliar a susceptibilidade a espiramicina, foi
utilizada a metodologia de disco difusdao (Bauer & Kirby, 1966). O
in6culo foi preparado por meio de um subcultivo recente (18-24h) dos
microrganismos, que foram suspendidos em solugdo fisiologica 0,85%
estéril e, assim, obteve-se uma suspensdao com turvacao equivalente a

0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10° UFC/mL).

Apos esta etapa, um swab estéril foi imerso na
suspensao bacteriana e, retirando o excesso de indculo através da
compressdo do swab nas paredes do tubo, o in6culo foi semeado em
placas contendo agar Miieler-Hinton (Difco), uniformemente em

estrias e por rotagdes a cada 60 graus.
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Os discos de antibidtico (Cecon®™) impregnados com
concentragao de 100 ug foram distribuidos na superficie do agar de
forma eqiiidistante. Apos 15 minutos e em temperatura ambiente, as
placas foram incubadas a 35°C por 16-18 h. Apoés o periodo de

incubagao, as zonas de inibi¢ao ao redor dos discos foram observadas.

As zonas de inibi¢ao foram medidas com auxilio de um
paquimetro e expressa em milimetros. Os halos de inibi¢do foram
comparados com a tabela-padrao fornecida pelo fabricante para a
classificacdo dos resultados em amostras sensiveis, intermediarias ¢
resistentes ao dado antibidtico. De acordo com a tabela CLSI M2-A10
(suplemento de M2AS), as defini¢des das classificacdes sdo: Sensivel:
a classificagdo significa que uma dada infec¢do causada por tal
microrganismo pode ser tratada eficientemente com a dose
recomendada do agente antimicrobiano; Intermedidria: esta
classificacao inclui organismos com valores de CIM (Concentragao
Inibitéria Minima) semelhantes aqueles atingidos por antibacterianos
no sangue e tecidos e cuja avaliacdo da resposta venha a ser inferior a
1solados “sensiveis”; Resistente: microrganismo nao ¢ inibido pelas
concentragdes usuais do antibidtico testado. Para analise utilizou-se os

pontos de corte fornecidos pelo fabricante (Tabela 3).
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Tabela 3 — Intervalos do tamanho dos halos (pontos de corte)
estabelecidos para o teste de suscetibilidade a
espiramicina
Perfil de suscetibilidade (halo em mm)

Antibiotico
Sensivel Intermediario Resistente

espiramicina > 22 16a2l <15

4.12 Analise dos resultados

A analise dos resultados foi realizada por meio da
comparacao entre os resultados obtidos para os grupos de pacientes
com anemia falciforme em relagdo aos grupos controles (AnF/HU+ x
controle T e AnF/HU- x controle II). Os dados obtidos para a
contagem dos microrganismos foram transformados em valores
logaritmo de unidades formadoras de colonia por mililitro (log
UFC/mL) e comparados estatisticamente pelo teste t de Student ao
nivel de significancia de 5%. As andlises foram realizadas por
MINITAB for Windows, versao 1.4 (Minitab Inc., 2004, Indiana,
USA).



5 RESULTADOS

A partir da avaliagdo e triagem de 150 pacientes em
tratamento no Ambulatorio de Hematologia da UNIFESP segundo os
critérios de inclusdo e ndo-inclusdo, foram coletadas amostras de 30
pacientes com anemia falciforme em uso de hidroxiuréia (AnF/HU+) e
39 sem uso de hidroxiuréia (AnF/HU-). Com base nos parametros
estabelecidos para pareamento, foram selecionados os individuos
controle para cada grupo em estudo. Os dados demogréaficos da

populacdo estudada estéo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Dados demograficos, CPOD e fluxo salivar obtidos para 0s
grupos em estudo

Grupo Idade Género CPOD Fluxo salivar
(anos; média+DP) (%) (média+DP) (ml/min; média+DP)

Masculino Feminino

AnF/HU+ 25,03+7.02 50% 50% 9,1046,93 1,21+1,16

Controle 24,746,57 50% 50% 7,67+6,06 1,24+0,96
I

AnF/HU- 27,77+9,89 33,30% 66,70% 7,7245,91 1,21+0,88

Controle 28,13+10,15 33,30% 66,70% 7,59+7,14 1,33+0,73

AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia, Controle I:
pareado ao AnF/HU+; AnF/HU-: pacientes com anemia falciforme sem tratamento com

hidroxiuréia; Controle II: pareado ao AnF/HU-
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Foi realizado exame clinico intra-bucal de todos os
pacientes pelo mesmo examinador e ndo foi verificada a presenca de
lesGes bucais.

O porcentual de individuos positivos para 0s

microrganismos avaliados em cada grupo esté apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Porcentual de individuos positivos para leveduras,
estafilococos e enterobactérias/pseudomonas nos grupos

em estudo
Grupos Microrganismos
Leveduras Estafilococos Enterobactérias/
pseudomonas

AnF/HU+ 70% 97% 40%
Controle | 50% 97% 40%
AnF/HU- 67% 100% 36%
Controle 11 43,6% 84,6% 56,4%

AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia, Controle I:
pareado ao AnF/HU+; AnF/HU-: pacientes com anemia falciforme sem tratamento com

hidroxiuréia; Controle II: pareado ac AnF/HU-

Os dados individuais referentes a contagem de
microrganismos nos pacientes do grupo AnF/HU+ e AnF/HU- estdo
representados no Anexo E. Simultaneamente, foram coletadas amostras
dos individuos controle pareados quanto a idade, género e condicBes
bucais. Os dados individuais referentes aos individuos do grupo

controle estdo representados no Anexo E. Os dados de estatistica
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descritiva das contagens de microrganismos estdo apresentados na
Tabela 6.

N&do foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os valores de UFC/mL obtidos no grupo AnF/HU+
comparado com seu grupo controle Staphylococcus spp. (p=0,5201),
leveduras (p=0,0958) e enterobactérias/pseudomonas (p=0,9176).
Quando comparadas as contagens do grupo AnF/HU- e o respectivo
controle, ndo foram detectadas diferencas significativas para as
contagens de estafilococos (p=0,1377) e enterobactérias/pseudomonas
(p=0,0725), porém o mesmo ndo foi observado para leveduras
(p=0,0035).

A Tabela 7 demonstra as espécies de Candida
identificadas nos grupos em estudo. C. albicans foi a espécie mais
freqlientemente identificada em todos os grupos. Maior nimero de
espécies ndo-albicans foi identificado nos grupos com anemia
falciforme sob tratamento com hidroxiuréia ou ndo com relacdo aos

controles.
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Tabela 6 - Analise descritiva das contagens (UFC/mL) de microrganismos
(leveduras, estafilococos/enterobactérias e pseudomonas)
obtidas para 0s grupos em estudo e respectivo grupos controle
pareados

Grupos
AnF/HU+ Controle | AnF/HU -  Controle Il

Leveduras

Média + DP 1491+2708° 538+983° 1757+ 5626" 213+699"
Coef Var 181,60 182,54 320,17 328,34
Minimo 0 0 0 0
Maximo 9650 3900 33750 3913

Estafilococos
Média + DP 5692+13243¢ 1187+1322°  5503+13583°  1318+2970¢

Coef Var 232,67 111,34 246,83 225,35
Minimo 0 0 13 0
Maximo 55488 5500 80938 18650
Enterobactérias/pseudomonas

Média + DP 355+715° 815+2071° 816+3044' 677+1224'
Coef Var 201,64 254,29 373,17 180,69
Minimo 0 0 0 0
Maximo 3100 10225 18563 5400

AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia, Controle I:
pareado ao AnF/HU+:; AnF/HU-: pacientes com anemia falciforme sem tratamento com
hidroxiuréia; Controle Il: pareado ao AnF/HU-; a=(p=0,0958); b=(p=0,0035);
c=(p=0,5201); d=(p=0,1377); e=(p=0,9176); f=(p=0,0725).
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Tabela 7 — Espécies de Candida identificadas nos grupos AnF/HU+ e
AnF/HU — e respectivos grupos controle

Espécies Grupos

AnF/HU+ Controle | AnF/HU- Controle 11
C. albicans 73 (84%) 69 (100%)  75(76,5%) 43 (86%)
C. dubliniensis 2 (2,3%) 0 7 (7,1%) 0
C. famata 2 (2,3%) 0 4 (4,1%) 3 (6%)
C. glabrata 1(1,1%) 0 0 0
C. krusei 1(1,1%) 0 0 0
C. lusitaniae 2 (2,3%) 0 0 1 (2%)
C. tropicalis 6 (6,9%) 0 3 (3,1%) 0
C. pelliculosa 0 0 1 (1%) 0
C. guilliermondii 0 0 5 (5,1%) 1 (2%)
C. parapsilosis 0 0 3 (3,1%) 0
C. kefyr 0 0 0 2 (4%)
Total (n) 87 69 98 50

AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia, Controle I:
pareado ao AnF/HU+:; AnF/HU-: pacientes com anemia falciforme sem tratamento com
hidroxiuréia; Controle II: pareado ao AnF/HU-

A Tabela 8 apresenta as espécies de estafilococos

identificadas nos grupos em estudo. Verificou-se que S. aureus foi a

espécie prevalente nos grupos experimentais e S. epidermidis nos

grupos controles.
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Tabela 8 - Espécies de estafilococos identificadas nos grupos

AnF/HU+ e AnF/HU — e respectivos grupos controle

Espécies Grupos

AnF/HU+ Controle | AnF/HU- Controle 11
S. aureus 27 (48,2%) 11 (24,4%) 40 (48,8%) 25 (39,7%)
S. capitis 3 (5,3%) 1 (2,2%) 0 1 (1,6%)
S. epidermidis 16 (28,6%) 21 (46,7%) 24 (24,3%) 29 (46%)
S. hominis 1 (1,8%) 1 (2,2%) 1(1,2%) 1 (1,6%)
S. lentus 1(1,8%) 0 0 0
S. warneri 6 (10,8%) 8 (17,7%) 7 (8,5%) 5 (7,9%)
S. xylosus 2 (3,5%) 0 3 (3,7%) 2 (3,2%)
S. chromogenes 0 2 (4,4%) 0 0
S. haemolyticus 0 1 (2,2%) 1 (1,2%) 0
S. caprae 0 0 3 (3,7%) 0
S. sciuri 0 0 1(1,2%) 0
S. cohnii spp cohnii
Total (n) 0 0 2 (2,4%) 0

AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia, Controle I:
pareado ao AnF/HU+:; AnF/HU-: pacientes com anemia falciforme sem tratamento com
hidroxiuréia; Controle I1: pareado ac AnF/HU-

Na tabela 9, as espécies E. cloacae e P. aeruginosa

foram as mais prevalentes no grupo AnF/HU+. No grupo AnF/HU-

dentre as espécies de Enterobacteriaceae isoladas, pode-se observar a

maior prevaléncia de E. cloacae, A. baumanii e R. terrigena. Dentro da

familia Pseudomonadaceae, a espécie prevalente foi P. aeruginosa. Nos

grupos controles, S. liquefaciens, E. cloacae e K. oxytoca foram as mais

prevalentes.



52

Tabela 9 - Espécies das familias Enterobacteriaceae/Pseudomonadaceae
identificadas nos grupos AnF/HU+ e AnF/HU- e grupos

controle
s Grupos
Espécies (%)
AnF/HU+ controle | AnF/HU- controle Il
Enterobacter cloacae 20,8 9,1 14,3 20
Klebsiella oxytoca 16,6 4,5 4,8 16
Serratia marcescens 4,2 45 4.8 0
Escherichia coli 0 9,1 48
Shigella spp. 12,5 0 9,5
Klebsiella
pneumoniae ssp. 8,2 0 4,8 8
pneumoniae
Acinetobacter
baumannii/ 0 0 9,5 4
calcoaceticus
Pseudomonas 125 27.4 19 4
aeruginosa
Pantoea spp 0 45 4,8 4
Raoutella terrigena 0 0 9,5 0
Citrobacter freundii 4,2 45 0 0
Kluyvera spp. 4,2 0 0 0
Serratia liquefaciens 0 18,3 4,8 12
Pseudomonas _ 42 45 0 4
fluorescens/putida
Escherichia vulneris 4,2 0 0 0
Klebsiella pneumoniae 42 0 0 0
SSp 0zaenae
Serratia odorifera 0 0 48 0
Serratia ficaria 0 9,1 0 0
Serratia fonticola 0 45 0 0
Pseudomonas luteola 0 0 48 4
Burkholderia cepacia 0 0 0 4
Hafnia alvei 4,2 0 0 0

Total (n) 24 22 21 25
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Na Tabela 10 estdo apresentados 0s porcentuais de cepas

sensiveis, sensiveis dose-dependente, intermediario e resistente aos

antifungicos cetoconazol

e 5-fluorocitosina. Os resultados para

anfotericina B e fluconazol estdo apresentados na Tabela 11. A maior

parte das cepas avaliadas foi sensivel a todos os antifungicos.

Tabela 10 — Porcentagem de cepas de Candida spp. isoladas dos grupos
em estudo de acordo com a classificacdo de sensibilidade
aos antifungicos cetoconazol e 5-fluorocitosina

Grupos Antifungicos (%)
Cetoconazol 5- fluorocitosina
n S R n S SDD I R
AnF/HU+ 82 98,8 12 82 96,3 - 3,7 -
Controlel 68 100 - 68 95,6 - 15 29
AnF/HU- 96 100 - 95 99,0 - 1,0 -
Controle Il 44 100 - 4 97,7 - 2,3 -

AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia, Controle I:
pareado ao AnF/HU+:; AnF/HU-: pacientes com anemia falciforme sem tratamento com

hidroxiuréia;

Controle

S=sensivel; I=intermediario; R=resistente.

pareado ao AnF/HU; SDD=sensivel

dose dependente;
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Tabela 11 — Porcentagem de cepas de Candida spp. isoladas dos grupos
em estudo de acordo com a classificacdo de sensibilidade
aos antifangicos anfotericina B e fluconazol

Grupos Antifungicos (%)
anfotericina B fluconazol
n S SDD | R n S SDD I R
AnF/HU+ 82 854 - - 146 g2 98,8 - - 1,2
Controle | 68 88,2 - 11,8 g8 100 - - -
AnF/HU- 95 97,9 - - 21 96 100 - - -
Controle Il 44 84,1 - - 159 44 97,7 23 - -

AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia, Controle I:
pareado ao AnF/HU+:; AnF/HU-: pacientes com anemia falciforme sem tratamento com
hidroxiuréia; Controle 1I: pareado ao AnF/HU-; SDD=sensivel dose dependente;
S=sensivel; I=intermediario; R=resistente.

Nas tabelas 12 e 13 estdo apresentados os valores
porcentuais de cepas sensiveis, intermediarias e resistentes aos
antimicrobianos: amoxicilina, clindamicina, ciprofloxacina, doxiciclina,
eritromicina, norfloxacina e tetraciclina. Os resultados das
concentragdes inibitérias minimas (MIC) das drogas que ndo possuem

notas de corte estabelecida estdo apresentados no apéndice H.

Na tabela 12, as cepas de estafilococos dos grupos
AnF/HU+, controle | e controle 11 apresentaram grande sensibilidade as
drogas utilizadas. Percebe-se que as cepas do grupo AnF/HU-
apresentaram uma sensibilidade menor a amoxicilina, ciprofloxacina e
eritromicina, comparado aos demais grupos.

Na tabela 13, verifica-se que todas as cepas de
enterobactérias e pseudomonas do grupo controle | foram resistentes a

amoxicilina, doxiciclina e tetraciclina. Grande parte foi resistente a
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norfloxacina. Quase a totalidade das cepas do grupo controle Il foi
resistente a amoxicilina, doxiciclina e tetraciclina. Por outro lado, as
cepas dos grupos experimentais apresentaram sensibilidade a essas

drogas, com excecéo de norfloxacina.

Tabela 12 — Porcentual de cepas de Staphylococcus spp. do grupo AnF/HU+,
AnF/HU- e seus respectivos controles classificados como
Sensiveis, Intermediario ou Resistentes de acordo com CLSI

(2003)
AnF/HU+ Controle | AnF/HU- Controle 11
Antibiotico
n=>50 n=36 n=71 n=>56
S | R S | R S | R S | R

amoxicilina 68 0 32 8,1 0 139 45 0 55 88 0 125
azitromicina - - - -

cefalexina - - - -

ciprofloxacina 70 2 28 834 83 83 50,7 141 352 88 36 89
clindamicina 76 2 22 944 28 28 718 155 127 84 O 16
doxiciclina 84 14 2 944 28 28 972 14 14 93 18 54
eritromicina 48 2 50 805 28 16,7 521 7,1 408 70 0 304
metronidazol
norfloxacina 72 2 26 722 11,1 16,7 59,2 19,7 21,1 64 10,7 25
penicilina - -

tetraciclina 82 0 18 89 0 111 916 28 56 79 7,1 143

S-Sensivel; I-Intermediaria; R- Resistente; - : ndo existem pontos de corte estabelecidos
pelo CLSI; AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia,
Controle I: pareado ao AnF/HU+:; AnF/HU-: pacientes AnF sem hidroxiuréia; Controle II:
pareado ao AnF/HU-.
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Tabela 13 — Porcentual de cepas de enterobactérias/Pseudomonas spp.
do grupo AnF/HU+, AnF/HU- e seus respectivos controles
classificados como Sensiveis, Intermediario ou Resistentes
de acordo com CLSI (2003)

AnF/HU+ Controle | AnF/HU- Controle I
Antibidtico
n=22 n=16 n=16 n=28

S | R S | R S | R S | R
amoxicilina 55,6 0 444 O 0 100 818 0 182 8 0 22
ampicilina 136 46 818 125 63 812 187 81,3 3,6 0 964
azitromicina - - -
cefalexina - - -
ciprofloxacina 41 13,6 454 50 25 25 563 0 437 50 71 429
clindamicina - - -
doxiciclina 454 136 41 0 0 100 563 0 437 O 71 929
eritromicina - - -
metronidazol - - -
norfloxacina 273 45 682 125 188 68,7 25 0 75 179 25 571
penicilina - - - - -
tetraciclina 50 0 50 0 0 100 56,3 6,2 375 36 0 964

S-Sensivel; I-Intermedidria; R- Resistente; - : ndo existem pontos de corte estabelecidos

pelo CLSI; AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiuréia,

Controle I: pareado ao AnF/HU+:; AnF/HU-: pacientes AnF sem hidroxiuréia; Controle 1I:
pareado ao AnF/HU-.

Na tabela 14, observa-se que o0s grupos controle I,

AnF/HU- e controle Il apresentaram porcentagem consideravel de

cepas de enterobactérias e pseudomonas intermediarias a espiramicina.

Nenhuma cepa do grupo AnF/HU+ foi sensivel a esse farmaco.
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Tabela 14 - Distribuicdo porcentual do numero de cepas de
enterobactérias/Pseudomonadaceae do grupo
AnF/HU+, AnF/HU- e seus respectivos controles
classificados como Sensiveis, Intermediario ou
Resistentes para espiramicina pelo método de disco

difusdo
Antibidtico AnF/HU+ Controle | AnF/HU- Controle Il
n=21 n=16 n=16 n=27
S | R S | R S | R S | R
espiramicina 0 95 905 O 0 100 0 0 100 0 0 100

S-Sensivel; I-Intermediaria; R- Resistente; AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em
tratamento com hidroxiuréia, Controle I: pareado ao AnF/HU+:; AnF/HU-: pacientes AnF

sem hidroxiuréia; Controle Il: pareado ao AnF/HU-.

A tabela 15 mostra que, no geral, as cepas de
estafilococos apresentaram uma  sensibilidade pequena ao
antimicrobiano. Grande parte das cepas teve sensibilidade intermediaria

a espiramicina.

Tabela 15 — Porcentual do nimero de cepas de Staphylococcus spp. do
grupo AnF/HU+, AnF/HU- e seus respectivos controles
classificados como Sensiveis, Intermediario ou Resistentes
para a espiramicina pelo método de disco difuséo

Antibibtico AnF/HU+ Controle | AnF/HU- Controle Il
n =48 n=35 n=68 n=>56

S I R S I R S | R S I R

espiramicina 52,1 354 125 514 40 86 529 353 118 57,1 34 89

S-Sensivel; I-Intermediaria; R- Resistente; AnF/HU+: pacientes com anemia falciforme em
tratamento com hidroxiuréia, Controle I: pareado ao AnF/HU+:; AnF/HU-: pacientes AnF

sem hidroxiuréia; Controle I1: pareado ao AnF/HU-.



6 DISCUSSAO

O delineamento do presente estudo adotou o método de
coleta por meio de enxagiie bucal, ja que Samaranayake et al. (1986)
relataram que este método seria a ideal para avaliar a presenca de

leveduras, Staphylococcus aureus e coliformes na cavidade bucal.

Por outro lado, os critérios de exclusdo foram baseados
em estudos anteriores que relataram alteracdes na microbiota bucal
associadas ao diabetes, além de uso de antibidticos, enxaguatorios
bucais, fumo e uso de proteses (Samaranayake et al., 1994; Soysa et
al., 2005). Assim, foram avaliados 200 pacientes do Ambulatorio de
Hematologia para obtencdo da amostra final (69 pacientes). Alguns
fatores, como as condi¢Bes bucais do individuo e género, podem
interferir na presenca de microrganismos, assim o indice CPOD e
género tém sido adotados como critérios de pareamento do grupo
controle em estudos anteriores (Aradjo Navas et al.,, 2009;
Nittayananta et al., 2010).

Com relacéo ao fluxo salivar dos grupos experimentais
comparados aos respectivos controles, verificou-se que os resultados
foram homogéneos. O grupo AnF/HU+ apresentou fluxo salivar
médio de 1,20 mL/min, sendo que seu grupo controle correspondente
apresentou uma média 1,24 mL/min. Estes valores foram de 1,21

mL/min e 1,33 mL/min para os grupos AnF/HU- e o controle,



59

respectivamente. Todos os valores sdo considerados fluxo normais por
Krasse et al. (1988).

Observou-se que no grupo AnF/HU+, a porcentagem
de pacientes positivos para leveduras foi de 70% e no grupo AnF/HU-
este valor foi de 67%. Estes resultados s@o superiores aos previamente
reportados para individuos controle (25 a 65%) (Samaranayake e Mac
Farlane, 1986). Por outro lado, sdo similares aos observados para
pacientes com outras doencas sistémicas. Aradjo Navas (2009) relatou
que 65,8% dos pacientes hansenianos estudados foram positivos para
leveduras do género Candida. Back-Brito et al. (2009) relataram
prevaléncia de 73,3% em pacientes HIV-positivos. Estudo com
pacientes com tuberculose sob tratamento antibidtico encontrou
prevaléncia de 72% (Querido, 2006). Ribeiro (2003) relatou

porcentual superior para pacientes transplantados cardiacos (88%).

As contagens de leveduras obtidas no grupo AnF/HU+
em relacdo ao grupo controle | ndo foram significativamente
diferentes (p=0,0958). Estes resultados também ndo estdo de acordo
com estudos anteriores nos quais pacientes com doencas sistémicas e
outros fatores predisponentes apresentaram contagens mais elevadas
em relacdo a individuos controle (Thaweboon et al., 2008; Dongari-
Bagtzoglou et al., 2009). Por outro lado, houve diferenca significativa

entre as contagens dos grupos AnF/HU- e o controle Il (p=0,0035).

A espécie prevalente, no grupo AnF/HU+, foi C.
albicans (83,7%); a segunda especie mais frequente foi C. tropicalis

(7%). Em seu grupo controle, 100% das cepas foram identificadas
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como C. albicans. Para o grupo AnF/HU-, a maior porcentagem foi de
C. albicans (75,3%), seguida por C. dubliniensis (7,5%). Seu
respectivo grupo controle obteve 86% de C. albicans e 6% de C.
famata, em segundo lugar. Assim, a maior prevaléncia de C. albicans
verificada esta de acordo com estudos anteriores, tanto em individuos
controle como naqueles pacientes com candidose bucal (Darwazeh et
al., 2002; Belazi et al., 2004; Belazi et al., 2005). A identificacdo de
espécies ndo-albicans também é de interesse, ja que o numero de
infeccbes causadas por estas espécies tém aumentado nas ultimas
décadas (Eggimann et al., 2003; Laupland et al., 2005).

O isolamento de C. famata nos grupos com AnF chama
atencdo. O isolamento desta espécie ja foi relatado anteriormente de

pacientes com estomatite por protese (Marcos-Arias et al., 2009).

Outro dado interessante é o isolamento de C.
dubliniensis perfazendo 7,45% dos isolados nos grupos com AnF. A
prevaléncia desta espécie tem sido amplamente discutida na literatura.
Milan et al. (2001) detectaram 3 (2,8%) de C. dubliniensis entre 108
isolados provenientes de pacientes com AIDS ou HIV-positivos com
candidose bucal. Back-Brito et al. (2009) identificaram dois isolados
de C. dubliniensis (1,9%) em individuos controle e esta espécie nédo

foi observada no grupo HIV-positivo.

Verificou-se que quase a totalidade dos individuos nos
grupos em estudo foram positivos para estafilococos na cavidade
bucal. Verificou-se distribuicdo homogénea entre os grupos AnF/HU+

e seu respectivo controle, porém o grupo AnF/HU- apresentou um
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resultado mais elevado (100%) com relacdo ao seu controle pareado
(84,6%). Estudos anteriores relataram auséncia de diferencas
significativas entre contagens de Staphylococcus spp. em grupos com
doencas sistémicas, como infeccdo por HIV, tuberculose, cancer,
artrite reumatoide, em relacdo a individuos controle (Jackson et al.,
1999; Jacksons et al., 2000; Smith et al., 2001; Back-Brito, 2006;
Querido, 2006).

As contagens de estafilococos nao diferiram entre os
grupos-teste e o0s respectivos controles. Este resultado esta de acordo
com estudos anteriores que também ndo detectaram diferenca
estudando pacientes com tuberculose (Querido, 2006) e HIV-positivos
(Back-Brito, 2006).

Analisando-se a prevaléncia das espécies em cada
grupo, para o género Staphylococcus observou-se que S. aureus foi a
espécie mais frequentemente identificada nos grupos com anemia
falciforme, tanto AnF/HU+ (52,2%) como AnF/HU- (48%). Nos
grupos controle, S. epidermidis foi a espécie mais prevalente. Loberto
et al. (2004) também observaram maior prevaléncia de S. epidermidis
dentre isolados obtidos de pacientes com periodontite cronica.
Carvalho et al. (2009) encontrou prevaléncia dessa espécie de 47,6%,
em individuos saudaveis. Em um estudo de Rams et al. (1990), das 94
cepas de estafilococos isoladas de periodontite do adulto, 45,8%
corresponderam a S. epidermidis e 22,3% a S. aureus.
Vinodhkumaradithyaa et al. (2009), obteve de 100 funcionarios de um
hospital, 13 swabs com S. aureus e 63 com Staphylococcus coagulase-

negativos, do trato respiratorio superior.
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Quanto a prevaléncia de enterobactérias, observou-se
nos grupos com anemia falciforme que o porcentual de pacientes
positivos foi de 40 e 36%. Valores similares foram observados para 0s
grupos controles. Estes valores sdo similares aos relatados
anteriormente para pacientes HIV-positivos (37,8%) e grupo controle
(34,4%) por Figueiredo (2001). Por outro lado, séo inferiores aos
observados por Back-Brito (2006) para pacientes HIV-positivos
(77,7%). De acordo com Santos (2001), 43,18% dos pacientes com
periodontite crbnica, apresentavam bactérias dessas familias na

cavidade bucal.

Com relagéo as espécies isoladas de Enterobacteriaceae
e Pseudomonadaceae, observou-se que a espécie mais fregiiente no
grupo AnF/HU+ foi E. cloacae (21%). Em seu controle pareado,
prevaleceram P. aeruginosa (27,3%) e S. liquefaciens (18,2%). O
grupo AnF/HU- apresentou, em maior proporcdo, a especie P.
aeruginosa (19%). Em seu respectivo grupo controle, prevaleceram E.
cloacae (23,1%) e Klebsiella oxytoca (15,44%). E. cloacae foi a
espécie mais prevalente relatada por Santos (2001) analisando
pacientes com periodontite crénica. Dentre os 290 bacilos Gram-
negativos e 162 bactérias Gram-positivas isoladas de pacientes
hospitalizados em UTIs por Mendes et al. (2000), 16,9%
corresponderam a K. pneumoniae, 16,6% a E. coli, 16,2% a A.
baumannii, 14,1% Enterobacter spp. e 11,4% a P. aeruginosa; 38,9%
a S. aureus, 13,6% a S. pneumoniae, 13,6% a E. faecalis e 13% de
estafilococos coagulase negativos. Slots et al. (1990) isolaram cepas

de Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae e Acinetobacter spp. de
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427 pacientes com periodontite da Universidade da Pensilvania. Ele
cita que essas bactérias “ndo orais” podem colonizar a cavidade bucal
de individuos com doencas sistémicas debilitantes ou que utilizam
antibioticos sistémicos ou medicamentos citotdxicos por longo tempo.
A maior prevaléncia, em seu estudo, foi de E. cloacae (19,7%), K.
pneumoniae (11,7%), P. aeruginosa (11,2%) e K. oxytoca (8,4%).
Souto (2006) obteve, em alta prevaléncia, de pacientes com
periodontite: C. diphtheriae, E. faecalis, S. aureus, A. baumannii e E.
coli.

Foram testadas 252 cepas com cetoconazol, 238 com 5-
fluorocitosina, 241 com anfotericina B e 246 com fluconazol. Apenas
uma cepa foi resistente ao cetoconazol e fluconazol; duas cepas a 5-
fluorocitosina e 59 a anfotericina B. Poucos sdo os estudos sobre a
suscetibilidade de amostras bucais aos antifngicos, sendo que estes
relatam baixa prevaléncia de cepas resistentes. O ndmero mais
elevado de cepas resistentes a anfotericina B difere dos relatos
anteriores. Koga-lto et al. (2004) relataram que todas as amostras
bucais isoladas de pacientes com periodontite crénica avaliadas eram
sensiveis a anfotericina B e ao fluconazol. Da mesma forma, Batista et
al. (2007) e Rautemma et al. (2008) observaram boa atividade de
anfotericina B sobre isolados bucais de Candida albicans. Araujo
Navas (2009) também observou apenas um isolado de C. albicans
resistente a este antifungico. Isolados de C. albicans de pacientes com
candidemia também se mostraram sensiveis a anfotericina B, sendo
que 9% das cepas apresentaram valores de MIC entre 16-32 mg/L

(Chen, 2009). Estes resultados podem ser relacionados ao ponto de
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corte adotado neste estudo e devem ser avaliados com cautela, ja que
0 CLSI néo estabeleceu pontos de corte para este medicamento. Em
estudo de Silva et al. (2009), isolaram de seus pacientes 91,4% de C.
parapsilosis, 2,3% de C. orthopsilosis e 2,9% a C. metapsilosis, além
de outras espécies desse género. Ao fluconazol e a anfotericina B,
foram sensiveis respectivamente 94,4% e 98,8% das cepas de C.
parapsilosis. Cem por cento do restante das cepas foram sensiveis a
essas drogas. Szabo et al. (2009), coletou 6 cepas clinicas de C.
parapsilosis, 3 de C. orthopsilosis e 4 de C. metapsilosis. Anfotericina
B mostrou-se fungicida contra trés cepas de C. parapsilosis; trés cepas
de C. orthopsilosis foram mortas por 2-4 pg/mL apos 48h; apos o
mesmo periodo, 3 cepas de C. metapsilosis foram sensiveis a 1-4
pug/mL. 5-fluorocitosina foi fungistatica contra as 3 espécies avaliadas.
Fluconazol foi fungistatico contra todos os isolados de C.
parapsilosis.

A selecdo dos antibioticos testados baseou-se na sua
aplicacdo na Odontologia. Assim, foram incluidos farmacos da classe
das penicilinas, que sdo considerados de primeira escolha em infeccédo
bacteriana odontogénica (Andrade, 2001). Outros farmacos, como a
azitromicina, cefalexina e clindamicina, utilizados na terapia
antibiotica profilatica em pacientes alérgicos a penicilina foram
incluidos (Wannmacher; Ferreira, 1999). Segundo Andremont et al.
(1991) a espiramicina tem atividade contra bactérias Gram-positivas e
pode ter aplicacdo odontologica, assim foi tambem selecionada para o

estudo.
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Os medicamentos avaliados foram eficientes contra as
cepas de estafilococos do grupo AnF/HU+, com porcentagem de cepas
sensiveis variando de 78,6% a 97,5% para os farmacos doxiciclina,
ciprofloxacino e tetraciclina. No grupo AnF/HU-, porcentual mais
elevado de isolados foram resistentes a amoxicilina (57,4%) e
ciprofloxacino (38,2%). Carvalho et al. (2009), estudando isolados
bucais de profissionais da area da saude saudaveis, verificaram que
todas as amostras de S. aureus foram resistentes a oxacilina e
penicilina, 92,2% a eritromicina, 57,1% a clindamicina, 42,9% a
ciprofloxacino e todas as cepas meticilina-resistentes foram resistentes
a tetraciclina. Rams et al. (1990) observaram que 14,4% das cepas de
estafilococos, oriundas de periodontite, foram resistentes a
tetraciclina, 4,9% a penicilina, 12,1% a eritromicina e 31,9% ao
metronidazol. Neste estudo, tetraciclina e eritromocina apresentaram
bons resultados. Em estudo de Vinodhkumaradithyaa et al. (2009), das
cepas de S. aureus, 84,6% foram resistentes a ampicilina, 30,7% a
eritromicina, 23% a ciprofloxacina e 7,6% a doxiciclina; dentre as
cepas de estafilococos coagulase-negativos, 33,3% foram resistentes a
ampicilina, 22,2% ao ciprofloxacino, 20,6% a eritromicina e 14,3% a
doxiciclina. Fabiano (2008) testou 92 cepas de Staphylococcus,
obtidas de m&os de humanos e camas hospitalares, contra diversos
antimicrobianos. A porcentagem de resisténcia encontrada foi de:
amoxicilina= 83,7%; azitromicina= 35,9%; clindamicina= 42,4% e
ciprofloxacino= 29,4%.

Hoban (2009) realizou um estudo de monitoramento de

resisténcia antimicrobiana de 2002 a 2007, no qual isolou um total de
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29723 bacilos Gram-negativos aerobios e anaerdbios facultativos, de
infecgBes intra-abdominais. As cepas foram submetidas a acdo de
antimicrobianos. Para ciprofloxacino, Citrobacter freundii exibiu ao
longo do estudo, atividade com percentual de sensibilidade de 8,7% a
72,5%; Enterobacter aerogenes e E. cloacae exibiram uma atividade
contra 69,9% a 78% dos isolados em 2007; K. oxytoca apresentou
32,4% de cepas sensiveis. Por outro lado, porcentual elevado de
isolados de enterobactérias/pseudomonas foram resistentes aos
farmacos avaliados. Segundo Santos (2001), os antimicrobianos, dos
mais para 0s menos eficientes, contra as cepas de enterobactérias
foram: ciprofloxacino, norfloxacina, sulfametoxazol associado ao
trimetoprim, doxiciclina, tetraciclina, amoxicilina associado ao acido
clavuléanico, clindamicina, cefalexina, ampicilina, amoxicilina
associada ao metronidazol, amoxicilina e penicilina. Além disso,
relatou que suas cepas de Pseudomonas spp. foram sensiveis a baixas
concentragcdes de norfloxacina e ciprofloxacino (2 pg/mL) e a
concentracgoes elevadas de tetraciclina (128 pg/mL). Meatherall et al.
(2009) testou a suscetibilidade de 635 cepas de K. pneumoniae
isoladas do sangue de individuos de uma cidade do Canadd, que
apresentaram bacteremia. Cem por cento dos isolados foram
resistentes a ampicilina; trés por cento foram sensiveis ao
ciprofloxacino. Em nosso estudo, a menor porcentagem de cepas
sensiveis ao ciprofloxacino foi 50%. Vinte e cinco e meio por cento
das cepas Gram-negativas de Mendes et al. (2000), foram resistentes a
ciprofloxacina. Todos o0s isolados de Enterobacteriaceae,

Pseudomonadaceae e Acinetobacter spp. do estudo de Slots et al.
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(1990) foram sensiveis a ciprofloxacina e, com excecdo das
Pseudomonas, a maioria foi sensivel a tetraciclina. No presente
estudo, a droga que apresentou melhor resultado nos grupos
experimentais foi amoxicilina; nos grupos controle | e Il foi
ciprofloxacino.

Em concluséo, diferenga significativa entre contagens
de leveduras foi observada somente quando da comparagdo do grupo
AnF/HU- e seu respectivo controle. Ndo houve diferenca entre 0s
demais grupos, assim como para contagem dos outros

microrganismos.

Por outro lado, observaram-se cepas de
enterobactérias/pseudomonas resistentes aos antibioticos em todos 0s
grupos estudados. Acreditamos que estudos longitudinais antes e pos-
terapia com hidroxiuréia poderdo trazer resultados complementares

Importantes para este estudo.



7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados, concluiu-se que:

a) Ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as contagens de estafilococos e
enterobactérias/pseudomonas dos grupos AnF/HU+ e

AnF/HU- comparados aos seus respectivos controles;

b) A contagem de leveduras foram significativamente mais
elevadas no grupo AnF/HU- quando comparado ao
respectivo controle. O mesmo ndo foi observado para o
grupo AnF/HU+;

c) C. albicans foi a especie mais isolada em todos 0s grupos.
Maior nimero de espécies nao-albicans foi identificado

nos grupos AnF;

d)S. aureus foi a espécie prevalente nos grupos

experimentais e S. epidermidis nos grupos controles;
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e) E. cloacae e P. aeruginosa foram as espécies mais

freqlentes no grupo AnF/HU+, enquanto que, no
grupo AnF/HU-, observou-se a prevaléncia de E.
cloacae, A. baumanii, R. terrigena e P. aeruginosa.

Nos grupos controles, S. liquefaciens, E. cloacae e K.

oxytoca foram as mais prevalentes;

f) A maioria das cepas avaliadas foi sensivel aos

antifingicos testados;

g) As cepas de estafilococos do grupo AnF/HU+ foram
menos  sensiveis a eritromicina; as do grupo AnF/HU-
foram menos  sensiveis a amoxicilina e eritromicina; as
do controle Il foram  menos sensiveis a norfloxacina. A
maior porcentagem de cepas sensiveis a espiramicina

foi observada no grupo controle I1;

h) Todas as cepas de enterobactérias e pseudomonas do
grupo controle | foram resistentes a amoxicilina,
doxiciclina e tetraciclina. O farmaco mais eficiente no
grupo controle Il foi ciprofloxacino. O antibiético menos
eficiente nos grupos AnF foi norfloxacina. A maior
porcentagem de cepas resistentes a espiramicina foi

observada no grupo AnF/HU+.
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APENDICE A - Ficha clinica

Nome:

Sexo: ( )F ()M

Cor: ( ) leucoderma (
Idade:

Residéncia:

) xantoderma (

Bairro:

Cidade:

Estado:

Fone:
Naturalidade:

Nacionalidade:

Coleta: /]

PRONTUARIO MEDICO:

01.Tempo de tratamento:

) melanoderma

02. Medicamento/dosagem: (nos ultimos 90 dias)

( ) hidroxiuréia

03.Outras patologias:

EXAMES LABORATORIAIS COMPLEMENTARES (atuais):

01. HEMOGRAMA: Hb/Ht

leucocitos

linfocitos

neutrofilos

plaquetas



APENDICE B - Anamnese- Historia médica — Exame clinico

01. Esta gravida? ( ) Sim ( ) Nao

02. E diabético? ( ) Sim ( ) Nio

03. Algum destes héabitos?

( ) Fumo ( ) Alcool ( ) Dependéncia quimica

04. Medicamentos nos ultimos 60 dias:

( ) Antidepressivos ( ) Antibidticos ( ) Antifingicos

EXAME CLINICO

01. Medida de Fluxo Salivar:

02. Protese:

03. Aparelho Ortodontico:

04. CPOD:

05. Lesdes bucais presentes:
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APENDICE C - Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, Ana Carolina Rodrigues Danzi Salvia, Cirurgid Dentista, sob
orientagdo da Prof®. Dr*. Cristiane Yumi Koga Ito, portadora do CPF 157
453 278-20, RG 19 491 653-4, CRO 52 286; estabelecida na Rua Armando
de Oliveira Cobra, 99, CEP 12 240-610, na cidade de Sao José dos
Campos, com telefone de contato (12) 3947 9033, irei desenvolver uma
pesquisa cujo titulo ¢ PRESENCA DE MICRORGANISMOS
POTENCIALMENTE SUPERINFECTANTES NA CAVIDADE BUCAL
DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME.

O objetivo deste estudo ¢ avaliar a presenca de alguns tipos de
microrganismos presentes na cavidade bucal de pacientes com Anemia
Falciforme. Desta forma, ¢ necessario coletar amostras por meio de
enxagiie bucal em recipientes descartdveis e que serdo levados ao
laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos para serem processados. Este enxagilie consiste em bochechar
solucdo fisioldgica durante 1 minuto. Este processamento consiste em
passar a amostra para meios de cultura especificos e verificar a presenca
destes microrganismos. O trabalho ¢ de extrema importancia, pois vai
fornecer aos médicos e aos dentistas informacdes necessdrias para a
prevengdao de doencas causadas por estes microrganismos nos pacientes
estudados.

O Sr (a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre
qualquer esclarecimento de eventuais duvidas e sobre o andamento do
trabalho. Se tiver alguma consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP, situada na Av. Eng.
Francisco José Longo, 777, CEP 12 245-000, em Sao José dos Campos,
Fone: 3947 9033 e comunique-se com o coordenador Prof'. Dr®. Suely
Mutti Naressi. Informo que sera garantida a liberdade de retirada do
consentimento a qualquer momento e assim deixar de participar do estudo.
Também ndo havera custo nem pagamento pela colaboragao.

Acredito ter sido esclarecido a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo, e concordo em
participar sabendo quais os propositos do estudo PRESENCA DE
MICRORGANISMOS POTENCIALMENTE SUPERINFECTANTES NA
CAVIDADE BUCAL DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME,
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os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes, € que a minha participacdo ndo implicara em
nenhuma despesa. Concordo em participar voluntariamente deste estudo e
com a publica¢do anonima dos dados gerados por ele. Poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidade, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido.

Data: / /

Nome do paciente:

RG:

Endereco completo:

Assinatura do paciente Assinatura da pesquisadora



APENDICE D - Espécies identificadas nos grupos em estudo

Quadro 1- Espécies isoladas do grupo AnF/HU+

PACIENTE | Staphylococcus Candida Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
E02 - C. famata -
C. lusitaniae
C. lusitaniae
C. glabrata
EO8 S. aureus C. albicans Pseudomonas aeruginosa
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E10 S. epidermidis C. albicans -
S. epidermidis C. albicans
Ell S. epidermidis - -
E12 S. aureus C. albicans Pseudomonas
S. epidermidis C. tropicalis fluorescens/putida
C. tropicalis Pseudomonas aeruginosa
C. tropicalis Enterobacter cloacae
C. famata
E13 S. epidermidis C. albicans Escherichia vulneris
S. epidermidis C. albicans Shigella spp.
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E18 S. lentus C. albicans -
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E20 S. xylosus C. albicans -
S. aureus C. albicans
S. epidermidis C. albicans
S. aureus C. albicans
S. hominis C. albicans
S. capitis
E23 S. aureus C. albicans Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Serratia marcescens
E24 S. aureus - -
E29 S. aureus - -
S. capitis
E31 S. aureus - -
S. aureus
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Quadro 1- Espécies isoladas do grupo AnF/HU+ (continua)

PACIENTE | Staphylococcus Candida Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
E32 S. aureus C. albicans Klebsiella oxytoca
S. aureus C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E33 S. aureus C. albicans Kluyvera spp
S. warneri C. albicans Klebsiella pneumoniae ssp
S. aureus C. albicans 0zaenae
S. aureus C. albicans
C. albicans
E35 - - -
E38 S. aureus - Enterobacter cloacae
S. aureus
E40 S. aureus - -
S. aureus
E42 S. epidermidis - -
S. epidermidis
E43 S. aureus C. tropicalis Klebsiella pneumoniae ssp
S. aureus C. tropicalis pneumoniae
S. warneri C. tropicalis
E46 S. aureus C. albicans Klebsiella pneumoniae ssp
S. aureus C. albicans pneumoniae
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E48 S. warneri C. albicans -
C. albicans
C. albicans Pseudomonas aeruginosa
C. albicans
C. albicans
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Quadro 1- Espécies isoladas do grupo AnF/HU+ (conclusdo)

PACIENTE | Staphylococcus Candida Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
E50 S. aureus C. albicans -
S. aureus C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E51 S. epidermidis C. dubliniensis -
C. dubliniensis
E60 S. epidermidis C. albicans Citrobacter freundii
S. warneri C. albicans Shigella spp.
C. albicans Shigella spp.
C. albicans
C. albicans
E68 S. epidermidis C. albicans -
S. epidermidis C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E71 S. aureus C. albicans -
S. xylosus C. albicans
C. albicans
C. albicans
E72 S. warneri C. albicans Klebsiella oxytoca
S. capitis C. albicans Hafnia alvei
C. albicans
C. albicans
E73 S. aureus C. albicans Klebsiella oxytoca
S. epidermidis C. albicans
C. albicans
C. albicans
E74 S. aureus C. albicans Klebsiella oxytoca
S. warneri C. albicans Enterobacter cloacae
E75 S. epidermidis C. -
S. epidermidis krusei/inconspicua
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Quadro 2 - Espécies isoladas do grupo AnF/HU-

. albicans

PACIENTE Candida Staphylococcus Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
EO1 - S. aureus -
S. aureus
S. warneri
E03 C. albicans S. epidermidis Pseudomonas aeruginosa
S. aureus Pseudomonas aeruginosa
E04 - S. warneri -
S. epidermidis
S. warneri
E06 C. albicans S. aureus Enterobacter cloacae
C. dubliniensis S. aureus
C. albicans
C. dubliniensis
C. dubliniensis
E07 C. albicans S. warneri Escherichia coli
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E09 - S. aureus -
S. aureus
El4 - S. haemolyticus -
S. epidermidis
El5 - S. aureus -
El6 - S. xylosus -
S. aureus
S. epidermidis
E17 C. albicans S. epidermidis -
S. aureus
E19 - S. sciuri Serratia liquefaciens
Shigella spp.
Pseudomonas luteola
E21 C. dubliniensis - -
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. albicans
E22 - S. aureus -
S. epidermidis
E25 - S. epidermidis -
S. aureus
E26 C. albicans S. epidermidis -
C. albicans S. aureus
C. albicans S. caprae
C
C

. albicans
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Quadro 2 - Espécies isoladas do grupo AnF/HU- (continua)

PACIENTE Candida Staphylococcus Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
E27 C. albicans S. aureus -
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E28 - S. aureus -
S. epidermidis
E30 C. albicans S. aureus Shigella spp.
C. albicans S. epidermidis
C. albicans S. hominis
C. albicans S. caprae
C. albicans
E34 C. guilliermondii S. aureus P. aeruginosa
C. guilliermondii S. aureus Klebsiella oxytoca
C. guilliermondii S. aureus P. aeruginosa
C. guilliermondii
C. guilliermondii
E36 C. albicans S. epidermidis -
C. albicans S. aureus
C. albicans
C. albicans
E37 C. albicans S. aureus -
C. albicans S. xylosus
C. famata S. aureus
S. epidermidis
E39 - S. aureus -
S. aureus
E41 C. famata S. aureus Enterobacter cloacae
C. famata S. epidermidis Serratia marcescens
C. albicans Serratia odorifera
C. albicans
E44 C. albicans S. epidermidis -
C. albicans S. aureus
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E47 - S. aureus
E49 C. albicans S. epidermidis *
E52 C. albicans S. cohnii spp cohnii Acinetobacter
C. albicans S. cohnii spp cohnii baumannii/calcoaceticus
C. albicans Pantoea spp
C. albicans
C. albicans
E53 C. albicans S. epidermidis -
S. aureus
E54 - S. aureus -
E55 C. albicans * *
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Quadro 2 - Espécies isoladas do grupo AnF/HU- (conclusao)

PACIENTE Candida Staphylococcus Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
E56 C. albicans S. aureus Acinetobacter
C. famata S. aureus baumannii/calcoaceticus
S. aureus Klebsiella pneumoniae ssp
pneumoniae
E.57 C. albicans S. aureus *
E58 C. tropicalis S. xylosus Raoultella terrigena
C. albicans Raoultella terrigena
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E59 C. albicans S. aureus -
E61 C. albicans S. aureus -
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
E62 - S. epidermidis -
S. warneri
E63 C. albicans S. epidermidis -
C. albicans S. epidermidis
C. albicans S. aureus
C. tropicalis
C. tropicalis
E64 - S. aureus -
E65 C. albicans S. epidermidis -
C. albicans S. warneri
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
E66 C. parapsilosis S. aureus Enterobacter cloacae
C. parapsilosis S. epidermidis
C. parapsilosis S. warneri
E67 C. pelliculosa S. caprae -
E69 . albicans S. aureus -
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
E70 . albicans S. aureus -

. albicans
. albicans
. albicans
. albicans

O000000O0O0OO0
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Quadro 3 - Espécies isoladas do grupo controle AnF/HU+

PACIENTE Candida Staphylococcus Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
Co3 - S. warneri -
Co4 - S. aureus P. aeruginosa
S. epidermidis
Co08 C. albicans S. warneri -
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
Cl1 - S. warneri Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
C17 - - -
C19 C. albicans S. aureus Citrobacter freundii
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. albicans
C21 C. albicans S. aureus -
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C24 C. albicans S. epidermidis Serratia fonticola
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C25 C. albicans S. epidermidis Enterobacter cloacae
C. albicans S. aureus
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C26 - S. epidermidis Serratia liquefaciens
S. aureus Enterobacter cloacae
C31 - S. aureus -
S. epidermidis
C32 C. albicans S. warneri -
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C33 - S. epidermidis -
C40 - S. epidermidis -
S. capitis
C43 . albicans S. warneri Serratia marcescens

. albicans
. albicans
. albicans
. albicans

OO0

S. haemolyticus

P. fluorescens/putida
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Quadro 3 - Espécies isoladas do grupo controle AnF/HU+ (conclusao)

PACIENTE Candida Staphylococcus Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
C45 C. albicans S. aureus -
C. albicans S. epidermidis
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. albicans
C48 C. albicans S. aureus Escherichia coli
C. albicans S. epidermidis Escherichia coli
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C49 C. albicans S. chromogenes Klebsiella oxytoca
C. albicans S. epidermidis
C. albicans Serratia liquefaciens
C. albicans
C. albicans Pseudomonas aeruginosa
C53 - - -
C55 - S. aureus -
S. chromogenes
C56 C. albicans S. warneri Serratia liquefaciens
C. albicans S. epidermidis Serratia liquefaciens
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C60 - S. epidermidis Serratia ficaria
Cel - - Serratia ficaria
C62 C. albicans S. warneri Pseudomonas aeruginosa
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C63 - S. aureus -
C65 C. albicans S. epidermidis P. aeruginosa
C. albicans S. warneri Pantoea
C. albicans
C. albicans
Cc67 C. albicans S. warneri -
C. albicans S. hominis
C68 C. albicans - -
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C71 C. albicans S. epidermidis -

S. epidermidis
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Quadro 4 - Espécies isoladas do grupo controle AnF/HU-

PACIENTE Candida Staphylococcus Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
Co1 - S. epidermidis Klebsiella oxytoca
S. aureus Klebsiella oxytoca
S. aureus
C02 - S. epidermidis Klebsiella oxytoca
S. epidermidis Enterobacter sakazakii
S. aureus Klebsiella oxytoca
Co05 - S. epidermidis -
S. aureus
Co06 C. albicans S. aureus K. pneumoniae ssp
C. albicans S. epidermidis pneumoniae
E. coli
Cco7 C. kefyr S. aureus -
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. kefyr
C09 - - -
Cl10 - - -
C12 - - -
C13 - S. epidermidis -
S. aureus
S. epidermidis
Cl4 C. albicans S. aureus Enterobacter cloacae
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. albicans
Cl15 - S. epidermidis -
S. aureus
Cl6 - - -
C18 C. albicans S. warneri Enterobacter cloacae
C. albicans S. epidermidis Burkholderia cepacia
C. lusitaniae S. warneri Enterobacter sakazakii
C. famata
C. albicans
C20 - S. epidermidis Pseudomonas aeruginosa
C22 - S. epidermidis -
S. warneri
C23 - S. epidermidis -
S. aureus
C27 - - -
C29 C. albicans S. aureus -
C30 C. albicans S. aureus -
S. epidermidis
S. aureus
C34 . albicans S. epidermidis Pseudomonas luteola

. albicans
. albicans
. albicans
. albicans

O0O000
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Quadro 4 - Espécies isoladas do grupo controle AnF/HU- (conclusao)

PACIENTE Candida Staphylococcus Enterobacteriaceae/
Pseudomonadaceae
C35 C. albicans S. epidermidis Enterobacter cloacae
S. aureus
S. epidermidis
C36 C. albicans S. epidermidis Enterobacter cloacae
C. albicans S. aureus
C. albicans
C. albicans
C37 C. albicans S. aureus -
C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. famata
C. albicans
C38 - S. epidermidis Enterobacter sakazakii
S. epidermidis
S. hominis
C39 C. albicans S. warneri -
C. albicans S. warneri
C. albicans
C. albicans
C41 - S. capitis -
S. aureus
C42 - S. epidermidis Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus
C44 - S. xylosus Serratia liquefaciens
S. xylosus
S. epidermidis
C46 - S. aureus E. coli
S. aureus
S. aureus
C47 - S. aureus Enterobacter cloacae
S. epidermidis Pseudomonas
fluorescens/putida
C50 C. albicans S. aureus Pantoea spp.
C. albicans S. aureus
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C52 C. albicans S. aureus Klebsiella pneumoniae ssp
S. epidermidis pneumoniae
C54 - S. epidermidis -
S. epidermidis
C58 . guilliermondii S.aureus Serratia liquefaciens
C. famata Serratia liquefaciens
C59 - S. epidermidis -
C66 C. albicans S. epidermidis
C. albicans
C. albicans
C. albicans

C. albicans
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APENDICE E — CPO-D, fluxo salivar e contagem de microrganismos nos

grupos experimentais e controles.

Quadro 5 - CPO-D, fluxo salivar (FS) e contagem de microrganismos no

grupo AnF/HU+

Paciente | Ganero | CPOD FS Candida St EntPS | gade
mL/min | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL
E2 F 9 15 961,25 | 55487,5 0 30
E8 M 15 11 5375 | 28550 62,5 29
E10 F 20 0 25 25 0 28
Ell M 14 45 0 375 0 37
E12 F 3 125 1812,5 550 550 2
El3 M 3 125 825 375 20
E18 F 10 0.1 350 12,5 2
E20 F 14 0,6 329 2575 3
E23 M 10 1 1125 | 21125 425 bp)
24 F 3,15 0 625 825 26
E29 F 145 0 225 0 25
E31 M 0 0 5700 0 2
E32 F 16 0.9 9650 1287,5 1 23
33 F 1 0 200 225 0 27
E35 F 5 1 0 0 0 28
E38 M 0 3 0 71875 | 4375 21
E40 M 3 0 0 0 24
E42 M 2 125 0 50 0 24




Quadro 5- CPO-D, fluxo salivar (FS) e contagem de microrganismos no

grupo AnF/HU+ (conclusao)

Paciente | Género CPOD FS Candida St Ent/Ps Idade
mL/min | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL
E43 M 21 13 2975 1350 0 48
E46 F 20 3,5 950 1012,5 1675 34
E48 F 16 04 225 1125 3100 26
ES0 M 20 0,15 4850 | 438125 0 23
E51 M 18 0,3 7100 962,5 0 25
E60 M 8 0,9 1400 11575 1812,5 31
EG8 M 5 0 800 425 0 21
ET71 F 0 0,5 1337,5 125 0 15
E72 M 6 2 575 1325 0 15
E73 M 12 0,5 800 1600 — 16
E74 F 2 | 0 1525 — 17
ET75 F 0,5 12,5 362,5 0 17

FS= fluxo salivar; St= Staphylococcus; Ent/Ps= Enterobacteriaceae/Pseudomonadaceae.
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Quadro 6 - CPO-D, fluxo salivar (FS) e contagem de microrganismos no

grupo AnF/HU-
Paciente | Género | CPOD FS Candida St Ent/Ps Idade
mL/min | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL
El F 2 0 0 41 0 31
E3 M 15 2,7 5625 950 562,5 32
E4 F 12 0,5 0 612,5 0 48
E6 F 2 0,65 925 75 12,5 27
E7 F 6 1,5 1825 1125 12,5 44
E9 F 6 1,25 0 550 0 29
E14 F 5 2,75 0 25 0 23
E15 M 0 0,75 0 13800 0 24
El6 F 4 1,75 250 575 25 24
E17 F 10 2,5 12,5 125 0 27
E19 F 5 2,25 0 75 2350 28
E21 M 15 3,4 700 14625 0 26
E22 M 4 1,5 0 300 0 36
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Quadro 6 - CPO-D, fluxo salivar (FS) e contagem de microrganismos no
grupo AnF/HU- (conclusdo)

Paciente | Género CPOD FS Candida St Ent/Ps Idade
mL/min | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL
E25 M 6 0 0 537,5 2037,5 20
E26 F 4 0,7 50 112,5 0 18
E27 M 2 0 500 2625 0 19
E28 F 7 1,75 0 112,5 0 25
E30 F 21 0,75 325 9125 12,5 60
E34 M 17 0 450 3062,5 4000 31
E36 F 6 2 112,5 37,5 0 19
E37 F 3 0,75 7425 1387,5 1425 18
E39 F 0,9 0 8300 0 33
E41 F 1,65 87,5 525 2300 29
E44 F 15 0,75 350 187,5 0 28
E47 F 19 1,4 262,5 7750 0 36
E52 F 6 1,25 1575 725 87,5 23
E53 F 12 1,1 3925 2050 0 23
E54 F 1 0,2 0 19937,5 0 20
E56 M 9 0,6 33750 14737,5 412,5 28
E58 F 22 1,55 8525 287,5 18562,5 53
E61 M 3 0,5 87,5 18600 0 18
E62 M 2 1,45 0 175 0 18
E63 F 1 0,3 1012,5 2300 0 20
E64 F 7 1,2 0 80937,5 0 19
E65 M 14 1,15 400 4437,5 0 31
E66 M 12 3 400 3350 12,5 34
E67 F 1 1,75 300 25 0 26
E69 F 9 0,75 62,5 12,5 0 18
E70 M 4 0,25 62,5 12,5 0 17

FS= fluxo salivar; St= Staphylococcus; Ent/Ps= Enterobacteriaceae/Pseudomonadaceae.
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Quadro 7 - CPO-D, fluxo salivar (FS) e contagem de microrganismos no
grupo controle I

Paciente | Género Idade CPOD FS Candida St Ent/Ps
mL/min | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL

C3 F 25 6 3 0 9375 0
C4 M 2% ) 0 0 750 25
C8 F 27 5 125 1237,5 62,5 0
Cll M 71 3 275 0 1550 434
C17 M 20 9 05 0 0 0
C19 M 29 13 925 34875 | 13125
C21 M 19 4 3900 2775 0
C24 M 71 4 )5 100 4125 37,5
C25 F 20 12 1087,5 262,5 12,5
C26 F 17 14 ) 0 3200 1500
C31 F 27 4 295 0 537,5 0
C32 F 29 4 ) 250 250 0
C33 F 1 12 0.5 0 100 0
C40 M 24 6 4 0 75 0
C43 F 25 11 01 3012,5 | 28625 4225
C45 M 2 1 2562,5 150 0
C48 F 30 ) 387,5 462,5 87,5
C49 F 27 15 N 612,5 2037,5 987,5
Cs3 M a4 19 125 0 1325 0
Cs5 M 73 9 0.5 0 225 0
Cs6 M 30 6 225 925 3275
C60 F 24 0 0 12,5 262,5
C61 F 34 13 0 1212,5 0
C62 M 14 6 0.5 1162,5 2450 0
C63 F 17 4 | 0 1125 0
C65 F 18 0 0.7 162,5 762,5 24875
C67 F 19 ) 0.7 25 87.5 0
C68 M 18 ) 0.5 0 200 0
C69 M 37 14 0.5 0 1875 0
cn F 22 24 0.7 500 5500 0

FS= fluxo salivar; St= Staphylococcus; Ent/Ps= Enterobacteriaceae/Pseudomonadaceae.
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Quadro 8 - CPO-D, fluxo salivar (FS) e contagem de microrganismos no
grupo controle II

Paciente | Género Idade CPOD FS Candida St Ent/Ps
mL/min | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL

Cl M 29 3 18 12,5 1425 87,5
C2 M 25 14 25 0 375 1637,5
C5 F 29 9 ) 0 200 12,5
C6 F 2 9 135 25 800 212,5
C7 F 3 3 17 3912,5 550 0
9 M 23 0 1.25 g 0 g
C10 F 71 3 0.7 0 0 0
Cl2 M 20 0 2.55 0 0 0
C13 F 17 4 125 0 1725 0
Cl4 F 2 5 105 75 1212,5 962,5
C15 F 73 6 3 0 37,5 0
Cl16 F 23 5 0.9 0 0 37,5
C18 F 65 2 0.65 162,5 18650 | 18625
€20 F 17 N 125 0 662,5 12,5
C22 F 19 6 075 0 1125 0
€23 M 2 4 15 0 712,5 0
c27 F 40 14 0.5 0 0 0
€29 F 29 3 15 12,5 862.5 0
C30 M 27 3 35 12,5 1625 0
C34 F 28 3 075 387.5 1375 1125
C35 F 2 5 0.5 12,5 1525 7125
C36 M 33 0 ) 187, 17625 2850
C37 F 4 28 1 650 1225 2500
C38 F 31 3 ) 0 987,5 500
C39 F 25 ) 1 750 1900 0
C41 F 27 ) 0 750 0
C42 M 1 16 1 0 2887,5 | 17375
C44 F 55 16 0.7 50 2700 5400
C46 M 71 0 07 0 1987,5 37,5
C47 M 71 4 ) 0 1775 850
C50 M 3] 14 ) 1950 1800 12,5
C52 M 3 6 ) 12,5 2212,5 1375
C54 F 27 3 0.7 0 75 0
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Quadro 8 - CPO-D, fluxo salivar (FS) e contagem de microrganismos no
grupo controle II (conclusdo)

Paciente | Género Idade CPOD FS Candida St Ent/Ps
mL/min | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL

C58 F 25 6 > 25 25 3925
C59 F 20 3 0.7 0 50 0
C64 M 18 6 1 0 2375 0
C66 F 20 ) 0.7 62,5 37,5 0
C70 F 48 9 0.5 0 375 1750
C72 F 29 30 1 0 0 1062,5

FS= fluxo salivar; St= Staphylococcus; Ent/Ps= Enterobacteriaceae/Pseudomonadaceae.
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APENDICE F - Percentual de espécies isoladas dos grupos HU, sem HU e

seus controles pareados

Quadro 9 — Porcentagem de espécies de Staphylococcus spp.

cada grupo
ESPECIE Grupo CONTROLE I Grupo CONTROLE Il
AnF/HU+ AnF/HU-
S. aureus 27 (48,2%) 11 (24,4%) 40 (48,8%) 25 (39,7%)
S. capitis 3 (5,3%) 1(2,2%) 0 1 (1,6%)
S. epidermidis | 16 (28,6%) 21 (46,7%) 24 (24,3%) 29 (46%)
S. hominis 1(1,8%) 1(2,2%) 1 (1,2%) 1 (1,6%)
S. lentus 1 (1,8%) 0 0 0
S. warneri 6 (10,8%) 8 (17,7%) 7 (8,5%) 5(7,9%)
S. xylosus 2 (3,5%) 0 3 (3,7%) 2 (3,2%)
S. chromogenes 0 2 (4,4%) 0 0
S. haemolyticus 0 1(2,2%) 1(1,2%) 0
S. caprae 0 0 3 (3,7%) 0
S. sciuri 0 0 1(1,2%) 0
S. cohnii spp 0 0 2 (2,4%) 0
cohnii
Total de cepas 56 45 82 63

1soladas de
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Quadro 10 — Porcentagem de espécies de Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae isoladas de cada grupo

ESPECIE Grupo CONTROLE Grupo CONTROLE
AnF/HU+ | AnF/HU- 1
Enterobacter cloacae 5(20,8%) 2 (9,1%) 3 (14,3%) 5(20%)
Klebsiella oxytoca 4 (16,6%) 1 (4,5%) 1 (4,8%) 4 (16%)
Serratia marcescens 1 (4,2%) 1 (4,5%) 1 (4,8%) 0
Escherichia coli 0 2 (9,1%) 1 (4,8%) 2 (8%)
Shigella spp. 3 (12,5%) 0 2 (9,5%) 0
Klebsiella pneumoniae 2 (8,2%) 0 1 (4,8%) 2 (8%)
ssp. Pneumoniae
Acinetobacter 0 0 2 (9,5%) 1 (4%)
baumannii/calcoaceticus
Pseudomonas 3 (12,5%) 6 (27,4%) 4 (19%) 1 (4%)
aeruginosa
Pantoea spp 0 1 (4,5%) 1 (4,8%) 1 (4%)
Raoutella terrigena 0 0 2 (9,5%) 0
Citrobacter freundii 1 (4,2%) 1 (4,5%) 0 0
Kluyvera spp. 1 (4,2%) 0 0 0
Serratia liquefaciens 0 4 (18,3%) 1 (4,8%) 3 (12%)
Pseudomonas 1 (4,2%) 1 (4,5%) 0 1 (4%)
fluorescens/putida
Escherichia vulneris 1 (4,2%) 0 0 0
Klebsiella pneumoniae 1 (4,2%) 0 0 0
ssp 0zaenae
Serratia odorifera 0 0 1 (4,8%) 0
Serratia ficaria 0 2 (9,1%) 0 0
Serratia fonticola 0 1(4,5%) 0 0
Pseudomonas luteola 0 0 1 (4,8%) 1 (4%)
Burkholderia cepacia 0 0 0 1 (4%)
Enterobacter sakazakii 0 0 0 3 (12%)
Hafnia alvei 1(4,2%) 0 0 0
Total de cepas 24 22 21 25




Quadro 11 - Porcentagem de espécies de Candida isoladas de cada grupo

ESPECIE Grupo CONTROLE I Grupo CONTROLE 11
AnF/HU+ AnF/HU-
C. albicans 73 (84%) 69 (100%) 75 (76,5%) 43 (86%)
C. dubliniensis 2 (2,3%) 0 7 (7,1%) 0
C. famata 2 (2,3%) 0 4 (4,1%) 3 (6%)
C. glabrata 1(1,1%) 0 0 0
C. krusei 1(1,1%) 0 0 0
C. lusitaniae 2 (2,3%) 0 0 1 (2%)
C. tropicalis 6 (6,9%) 0 3 (3,1%) 0
C. pelliculosa 0 0 1 (1%) 0
C. 0 0 5(5,1%) 1 (2%)
guilliermondii
C. parapsilosis 0 0 3 (3,1%) 0
C. kefyr 0 0 0 2 (4%)
Total de cepas 87 69 98 50
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APENDICE G - Suscetibilidade de Candida spp. aos antifungicos

Quadro 12 - Valores das concentragdes inibitorias minimas (CIM) das
cepas de Candida isoladas do grupo AnF/HU+

AMOSTRA A B C D
E.02 A - C. famata [0,25] <0,0312 [8] [1]
E.02 B - C. lusitaniae [0,25] <0,0312 [8] [1]
E.02 C - C. lusitaniae [0,5] <0,0312 [8] [1]
E.02 E - C. glabrata [4] <0,0312 (8] [64]
E.08 A - C. albicans [0,0312] [1] [0,125] [0,5]
E.08 B - C. albicans [0,0312] [0,0625] [0,25] [0,25]
E.08 C - C. albicans [4] [0,0312] [0,25] [0,125]
E.08 D - C. albicans [16] [0,0312] [0,25] (4]
E.08 E - C. albicans [0,25] [0,0312] [0,125] [0,125]
E.10 A - C. albicans [0,5] [2] [8] [0,125]
E.10 B - C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,125]
E.12 A - C. albicans [0,0625] (8] [0,0625] [0,25]
E.12 B - C. tropicalis [0,0625] [8] [0,0312] [0,125]
E.12 C - C. tropicalis [0,0312] [0,5] [0,0312] [0,125]
E.12 D - C. tropicalis [0,0312] [1] [0,125] [0,125]
E.12 E - C. famata [0,0625] [16] [0,0312] [0,25]
E.13 A - C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,25]
E.13 B - C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,25]
E.13 C - C. albicans [0,25] [0,125] [0,5] [0,25]
E.13 D - C. albicans [0,25] [0,125] - [0,25]
E.13 E - C. albicans [0,25] [0,125] [2] [0,25]
E.18 A - C. albicans [0,5] <0,0312 [0,25] [0,125]
E.18 B - C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,125]
E.18 C - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,5]
E.18 D - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,125]
E.18 E - C. albicans [0,25] [0,5] [1] [0,125]
E.20 A - C. albicans [0,0312] [4] [0,5] [0,25]
E.20 B - C. albicans [0,0312] [0,25] [0,0625] [0,125]
E.20 C - C. albicans [0,0625] [0,125] [0,125] [0,125]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.



Quadro 12 — Valores das concentragdes inibitérias minimas (CIM) das

cepas de Candida isoladas do grupo AnF/HU+

(continua)

AMOSTRA A B c D
E.20 D - C. albicans [0,0625] [0,125] [0,125] [0,125]
E.20 E - C. albicans [0,0625] [0,0312] [0,0312] [0,0625]
E.23 - C. albicans [0,25] [0,25] [1] [1]
E.32 A — C. albicans [0,25] [0.5] [1] [0,125]
E.32 B - C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,125]
E.32 E - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,125]
E.33 A - C. albicans [0,0625] [1] [0,125] [0,25]
E.33 B C. albicans [0,0312] [0,0625] [0,125] [0,25]
E.33 C - C. albicans [0,25] [0,125] [0,5] [0,25]
E.33 D-C. albicans [0,0625] [0,125] [0,25] [0,25]
E.33 E - C. albicans <0,0312 [0,0156] [1] [0,0625]
E.43 B C. tropicalis [0.5] <0,0312 2] 2]
E.43 C - C. tropicalis [1] <0,0312 2] 2]
E.43 D - C. tropicalis [1] <0,0312 [16] 2]
E.46 A — C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,25]
E.46 B — C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,25]
E.46 C - C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,125]
E.46 D - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,125]
E.46 E — C. albicans [0.5] <0,0312 2] [0.25]
E.48 A — C. albicans [0.5] [0.5] [1] [0,125]
E.48 B — C. albicans [0,5] [0,5] 2] [0,125]
E.48 C — C. albicans [0,5] [0,25] 2] [0,125]
E.48 D — C. albicans [0,5] <0,0312 2] [0,125]
E.48 E — C. albicans [0,5] <0,0312 2] [0,125]
E.50 A — C. albicans [0,5] [0,125] [1] [0,5]
E.50 — C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,25]
E.51 1-C. albicans [0.5] <0,0312 [0.0625] [0.25]
E.51 2— C. dubliniensis [0,25] [0,0312] [0,25] [0,0625]
E.60 A — C. albicans [0,0312] [0,5] [0,0625] [0,25]
E.60 B — C. albicans [0,0625] [0,0312] [0,0625] [0,125]
E.60 C — C. albicans [0,0625] [0,0312] [0,0312] [0,0625]
E.60 D — C. albicans [4] [0,0312] [0,25] [0,125]
E.60 E - C. albicans [2] [0,0312] [0,0625] [0,25]
E.68 A — C. albicans [0,5] [0,25] [1] [0,25]
E.68 B — C. albicans [0,25] [0,25] 2] [0,125]
E.68 C — C. albicans [0.5] [0,25] [1] [0,125]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.
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Quadro 12 — Valores das concentragdes inibitorias minimas (CIM) das
cepas de Candida isoladas do grupo AnF/HU+

(conclusao)

AMOSTRA A B C D
E.68 D — C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,125]
E.68 E — C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,125]
E.71 A - C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,5]
E.71 B - C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,5]
E.71 C - C. albicans [0,25] [0,125] [1] [1]
E.71 D - C. albicans [0,25] [0,125] [1] [1]
E.72 A - C. albicans [0,125] [0,125] [0,5] [1]
E.72 B - C. albicans [0,25] [0,25] [1] [1]
E.72 C - C. albicans [0,25] [0,25] [1] [1]
E.72 D - C. albicans [0,5] [0,25] [1] [1]
E.73 A - C. albicans [0,25] [0,125] [0,5] [1]
E.73 B - C. albicans [8] [0,5] [0,5] [2]
E.73 C - C. albicans [0,5] [0,125] [0,5] [1]
E.73 D - C. albicans [0,5] [0,25] [0,5] [1]
E.74 A — C. albicans [0,0625] [0,25] [1] [0,5]
E.74 B - C. albicans [0,5] [0,125] [0,5] [0,25]
E.75-C. (2] (1] (2] (8]
krusei/inconspicua
C. albicans ATCC18804 [1] [0,0312] [0,25] [0,25]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.
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Quadro 13 — Valores das concentragdes inibitorias minimas (CIM) das
cepas de Candida isoladas do grupo AnF/HU-

AMOSTRA A B C D
E.03 — C. albicans [0,25] [0,25] [0,125] [1]
E.06 A —C. albicans [0,0312] [1] [0,125] [0,125]
E.06 B — C. dubliniensis [0,0625] [0,5] [0,0156] [1]
E.06 C — C. albicans [0,0312] [0,125] [0,125] [0,125]
E.06 D — C. dubliniensis [0,0312] [0,0312] [0,0156] [0,125]
E.06 E — C. dubliniensis [0,0312] [0,0156] [0,5] [0,25]
E.07 A —C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,25]
E.07 B - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,25]
E.07 C - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,25]
E.07 D - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,25]
E.07 E - C. albicans [0,5] <0,0312 [0,5] [0,25]
E.17 - C. albicans [1] [0,25] [1] [0,25]
E.21 A- C. dubliniensis [0,0312] [0,25] [0,0156] [0,25]
E.21 B — C. dubliniensis [0,0312] [0,0312] [0,0625] [0,125]
E.21 C - C. dubliniensis [0,0312] [0,0312] [0,0312] [0,125]
E.21 D — C. dubliniensis [0,0625] [0,0312] [0,125] [0,125]
E.21 E - C. albicans [0,0625] [0,5] [0,125] [0,25]
E.26 B - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [1]
E.26 D - C. albicans [0,25] [0,0625] 2] [2]
E.26 E — C. albicans [0,25] [0,0625] [1] [0,25]
E.27 A - C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,125]
E.27 B - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,25]
E.27 C - C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,25]
E.27 D - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,25]
E.27 E - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,25]
E.30 A —C. albicans [0,0312] [0,5] [0,125] [0,25]
E.30 B - C. albicans [0,0312] [0,0312] [0,125] [0,125]
E.30 C - C. albicans [0,0625] [0,0312] [0,25] [0,125]
E.30 D - C. albicans [0,125] [0,0312] [0,125] [0,25]
E.30 E — C. albicans [0,0625] | [0,0312] [0,25] [0,125]
E.34 A —C. guilliermondii [0,0625] [0,125] [0,125] [0,5]
E.34 B - C. guilliermondii [0,0312] [0,0312] [0,5] [0,0625]
E.34 C - C. guilliermondii [0,25] [0,5] [0,0625] [0,25]
E.34 D — C. guilliermondii [0,0312] [0,0312] [0,5] [0,125]
E.34 E — C. guilliermondii [0,0312] [0,0156] [0,5] [0,25]
E.36 A — C. albicans [0,0625] [8] [0,0625] [0,25]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.



Quadro 13 — Valores das concentragdes inibitérias minimas (CIM) das
cepas de Candida isoladas do grupo AnF/HU- (continua)

AMOSTRA A B c D
E.36 B — C. albicans [0,0312] [0,5] [0,25] [0,25]
E.36 C — C. albicans [0,0312] | <0,0312 [0,0625] [0,125]
E.36 D - C. albicans [1] [0,125] [1] [0,25]
E.37 A - C. albicans [0,0625] [1] [0,125] [0,25]
E.37 D - C. albicans [0,0312] | [0,0156] [1] [0,125]
E.37E - C. famata [0,0625] [1] [0,0625] [0,25]
E.41 A — C. famata [0,0625] [1] [0,0625] [0,125]
E.41 B - C. famata [0,0312] | [0,125] [0,0625] [0,125]
E.41 C - C. albicans [0,0625] [0,5] [0,0625] [0,125]
E.41 D - C. albicans [0,0312] | [0,0625] [0,0625] [0,0625]
E.44 A - C. albicans [0,0312] [0,25] [0,0625] [0,25]
E.44 B — C. albicans [0,0312] | [0,0312] [0,0312] [0,125]
E.44 C - C. famata [0,0156] | [0,0312] [0,125] [0,0625]
E.44 D - C. albicans [0,0312] | <0,0312 [1] [0,125]
E.44 E - C. albicans [0,0625] | [0,0312] [0,0312] [0,0625]
E.49 — C. albicans [0,125] [0,125] [0,125] [0,25]
E.52 A - C. albicans [0,25] [0,125] [0,5] [0,125]
E.52 B - C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,125]
E.52 C — C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,125]
E.52 D - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,125]
E.52 E - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,125]
E.53 - C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,0625]
E.55 — C. albicans [0,125] [0,25] [0,25] [0,25]
E.56 1 — C. albicans [0,25] [0,125] [0,0312] [0,5]
E.56 2 — C. famata [0,25] [0,25] [0,5] [1]
E.57 — C. albicans [0,25] 2] 2] [0,5]
E.58 A — C. tropicalis [0,0312] [0,5] [0,0312] [0,0625]
E.58 B - C. albicans [0,0312] [0,5] [0,125] [0,25]
E.58 C - C. albicans [0,0312] | [0,0312] [0,0625] [1]
E.58 D - C. albicans [0,0312] | [0,0312] [0,0625] [0,125]
E.58 E - C. albicans [0,25] [0,0312] [0,25] [0,125]
E.59 — C. albicans [0,125] [0,25] [0,5] [0,25]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.
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Quadro 13 — Valores das concentragdes inibitérias minimas (CIM) das

cepas de Candida isoladas do grupo AnF/HU-

(conclusao)
AMOSTRA A B C D
E.61 A—C. albicans [2] [0,5] [0,0625] [0,125]
E.61 B - C. albicans [0,0312] [0,0312] [0,0625] [0,0625]
E.61 C - C. albicans [0,0312] [0,0156] [0,5] [0,125]
E.61 D - C. albicans [0,0312] [0,0312] [0,125] [0,25]
E.61 E—C. albicans [0,0312] [0,0312] [0,5] [0,25]
E.63 A — C. albicans [0,0312] [0,5] [0,125] [0,25]
E.63 B — C. tropicalis [0,0625] (4] [0,125] [0,25]
E.63 C - C. albicans [0,0625] (4] [0,125] [0,25]
E.63 D — C. tropicalis [0,0312] [0,5] [0,25] [0,25]
E.63 E — C. albicans [0,25] [0,0156] [0,5] [0,25]
E.65 A —C. albicans [0,5] [1] [1] [0,25]
E.65 B — C. albicans [0,5] [1] [0,5] [0,25]
E.65 D — C. albicans [0,5] [1] [1] [0,125]
E.66 B — C. parapsilosis [0,125] [0,0625] [0,5] [0,25]
E.66 C — C. parapsilosis [0,125] [0,0625] [0,5] [0,25]
E.66 D — C. parapsilosis [0,25] <0,0312 [1 [1
E.67 D — C. pelliculosa (1] [0,0312] [0,5] 2]
E.69 A — C. albicans [0,25] [0,25] 1 [0,125]
E.69 B — C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,25]
E.69 C — C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,25]
E.69 D — C. albicans [0,25] [0,25] [1] [0,25]
E.69 E — C. albicans [0,25] [0,125] [1] [0,25]
E.70 A — C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,25]
E.70 B — C. albicans [0,5] [0,25] [1] [0,25]
E.70 C - C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,25]
E.70 D - C. albicans [0,5] <0,0312 1] [0,25]
E.70 E — C. albicans [0,5] <0,0312 [1] [0,25]
C. albicans ATCC 18804 [1] [0,0312] [0,25] [0,25]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.
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Quadro 14 — Valores das concentragdes inibitorias minimas (CIM) das
cepas de Candida isoladas do grupo controle AnF/HU+

AMOSTRA A B c D
C.08 A — C. albicans [0,25] [0,0312] [0,5] [0,25]
C.08 D - C. albicans [0,25] [0,0625] [1] [0,25]
C.08 E — C. albicans [0,25] [0,0312] [0,5] [0,25]
C.19 B - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,25]
C.19 C - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,125]
C.19 D - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,125]
C.19 E - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,125]
C.21 A - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,125]
C.21 B - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,125]
C.21 C - C. albicans [0,25] [0,125] [0,5] [0,125]
C.21 D - C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,125]
C.21 E - C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,125]
C.24 A - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,125]
C.24 B - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,25]
C.24 C - C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,25]
C.24 D - C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,25]
C.24 E - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,0625] [0,25]
C.25 A — C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,0625]
C.25 B - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,0625]
C.25 C - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,0625]
C.25 D - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,0625]
C.25 E - C. albicans [0,25] <0,0312 [1] [0,0625]
C.32 A - C. albicans [0,25] [0,0625] [0,5] [0,125]
C.32 B - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,125]
C.32 C - C. albicans [0,25] [0,0312] [0,5] [0,125]
C.32 D - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,125]
C.32 E - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,125]
C.43 A - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,25]
C.43 B - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,25]
C.43 C - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,25]
C.43 D - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,25]
C.43 E - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,25]
C.62 A — C. albicans [0,25] [0,125] 2] [1]
C.62 B - C. albicans [0,25] [0,125] [2] [1]
C.62 C - C. albicans [0,25] [0,25] [2] [1]
C.62 D - C. albicans [0,25] [0,125] 2] [1]
C.62 E - C. albicans [0,125] [0,125] 2] [1]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.

115



116

Quadro 14 — Valores das concentragdes inibitorias minimas (CIM) das
cepas de Candida isoladas do grupo controle AnF/HU+

(conclusao)

AMOSTRA A B c D
C.65 A — C. albicans [0,5] [0,125] 1] [0,5]
C.65B - C. albicans [0,125] [0,125] [1] [0,5]
C.65 C - C. albicans [0,25] [0,5] [1] [1]
C.65D - C. albicans [0.125] | [0.125] 1] [0.5]
C.67 A C. albicans [0.25] [0,25] 2] [1]
C.67 B - C. albicans [0,25] [0,5] 2] [1]
C.45 A - C. albicans [0,25] [16] [0,5] [0,25]
C.45 B - C. albicans [0,25] 32] [0,5] [0,25]
C.45 C —C. albicans [0,25] [32] [0,5] [0,25]
C.45D - C. albicans [0,25] [ [0,5] [0,25]
C.45 E - C. albicans [0.25] [1] [0.5] [0,25]
C.48 A - C. albicans [0.25] | <0,0312 [0.5] [0.5]
C.48 B - C. albicans [025] | <0,0312 [0,5] [0,25]
C.48 C - C. albicans [025] | <0,0312 [0,5] [0,25]
C.48 D C. albicans [0,25] | [0,0312] [0,5] [0,25]
C.48 E - C. albicans [025] | [0,0312] [4] [0,25]
C.49 A — C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,5]
C.49 B - C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,25]
C.49 C - C. albicans [025] | <0,0312 [0.5] [0,25]
C.49 D - C. albicans [025] | <0,0312 [0.5] [0,25]
C.49 E — C. albicans [025] | <0,0312 [0,5] [0,25]
.50 A — C. albicans [025] | [0,0312] [0.,5] [0,25]
C.50 B - C. albicans [0,25] | [0,0312] [0,5] [0,25]
C.50 C - C. albicans [0,25] | [0,0312] 1] [0,25]
C.50 D - C. albicans [0,25] [0,0312] [0,5] [0,25]
C.50 E — C. albicans [0,25] [0,0312] [1] [0,25]
C.56 A — C. albicans [025] | <0,0312 [0.5] [0,25]
C.56 B - C. albicans [025] | <0,0312 [0.25] [0,25]
C.56 C - C. albicans [025] | <0,0312 [0,5] [0,25]
.56 D — C. albicans [025] | <0,0312 [0,5] [0,25]
C.56 E — C. albicans [025] | <0,0312 [0,5] [0,25]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.
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Quadro 15 — Valores das concentragdes inibitorias minimas (CIM) das
cepas de Candida isoladas do grupo controle AnF/HU-

AMOSTRA A B C D

C.06 A — C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,125]
C.06 B — C. albicans [0,25] [0,25] [0,125] [0,125]
C.07 A —C. kefyr [0,25] [0,25] [4] [0,5]

C.07 B C. albicans [0,25] [0,0312] 2] [0,25]
C.07 C - C. albicans [0,25] [0,25] [4] [0,5]

C.07D - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,25]
C.O7E — C. Kefyr [0,25] [0,25] [4] [0,25]
C.14 B C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,125]
C.14 C - C. albicans [0,25] [0,0312] [0,5] [0,125]
C.14D - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,125]
C.14E — C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,125]
C.18 A C. albicans [0,25] [1] [0,5] [0,125]
C.18 B C. albicans [0,25] [0,0625] [0,5] [0,125]
C.18 C - C. lusitaniae [0,25] [0,5] [0,5] [0,5]

C.18D - C. famata [0,25] [8] [0,5] [0,25]
C.I8 E - C. albicans [0,25] [1] [0,5] [0,25]
C.29 - C. albicans [0,25] [0,25] [ [0,25]
C.30 - C. albicans [0,25] [0,0625] [0,5] [0,25]
C.34 A - C. albicans [0,25] [0,0312] [0,5] [0,125]
C.34 B - C. albicans [0,25] [0,5] [0,5] [0,125]
C.34 C - C. albicans [0,25] [0,0312] [ [0,125]
C.34D - C. albicans [0,25] [0,0312] [4] [0,125]
C34E - C. albicans [0,25] [0,5] [ [0,125]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.
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Quadro 15 — Valores das concentragdes inibitorias minimas (CIM) das
cepas de Candida isoladas do grupo controle AnF/HU-

(conclusao)

AMOSTRA A B c D
C.35—C. albicans [0.25] [0.25] [0,5] [0,125]
C.36 A—C. albicans [0.25] [0,125] [0,5] [0,25]
C.36 B—C. albicans [0,25] [0,125] [0,5] [0,25]
C.36 E - C. albicans [0,25] 2] [1] [0,25]
C.37 A - C. albicans [0,25] <0,0312 [0,5] [0,0625]
C.37 B-C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,0625]
C.37 C—C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,0625]
C.37D-C. famata [0,25] [0,25] [0,5] [0,0625]
C.37E - C. albicans [0,25] [0,25] [0,5] [0,0625]
C.39 A - C. albicans [0.25] [0.5] [0.5] [0.25]
C39B - C. albicans [0.25] [0.25] [0.5] [0,25]
C39D - C. albicans [025] | [0.0312] [0.5] [0.25]
C39E - C. albicans [0.25] [0.5] [0.5] [0.25]
C.52—C. albicans [0.25] [0,125] [0,5] [0,125]
C.58 A — C. guilliermondii [0.25] [0.5] [0.125] [16]
C.58 B—C. famata [0.25] [0,25] [32] [0.5]
C.66 A — C. albicans [0,25] 2] [1] [1]
C.66 B — C. albicans [0,125] 2] (1] [1]
C.66 C — C. albicans [0,25] 2] [1] [1]
C.66 D - C. albicans [0,25] [2] [1] [0,25]
C.66 E — C. albicans [0.0625] [1] 2] [0.0625]

A=Cetoconazol B=5-Fluorocitosina C=Anfotericina B D=Fluconazol.



119

“eJisowe ep eplad #

"OLIRIPAWIAIUI =] {JOAISUIS =S 8JudlSISal =Y ‘euldlwelidse=¢T
‘eUI[219.118)=CT ‘BuUIjIdIUSd=TT ‘BUIJBXO[JIOU=QT {|OZEPIUCLIoW=6 ‘BUIDIWOIILIS=8 ‘BUIIIDIX0P=/ ‘BUIJLXO0}}0dI9=9 ‘RUIDIWERPUIII=G ‘BUIXS[R}ad=F ‘RUIDIWOIIIZR=E ‘euljloidwe=Z eul|Idl

1=6T 7> 1> 7> > 7> [c] 7> 7> 7> 7> 1> 7> snaine 'S @1€3
S=¢¢ > 1> 7> > 1> [2] 1> > 7> 7> 1> > snaine 'S (1) 1€3
1=G'1¢ > > 1> 9G¢2< > > 1> > 7> 7> 1> 7> snideo 'S (@) 623
1=02 > 1> 7> 9G2< > > 1> > 7> 7> 1> > snaine 'S (1) 623
1=9T > 1> 7> 9G¢< [Z] > 1> > 7> 7> 1> > snaune ‘g (1) vz'3
d=GT [8] 7> [8zT] 962< [ze] [c] [8] [8] [sz1] | [8z1] [v9] 9G¢< snaine 'S (1) ez3
1=02 > 1> 1> 1> > > 1> 7> 7> 7> 7> > snaine 'S (ve) 02’3
S=¢¢ > 1> 7> 1> > > 1> 7> 7> 7> 7> > snsojAx 'S (1) 02’3
# 7> [7] [v] 9G2< [8] 1> [v] 1> [8] [8zT] [7] [o1] smusj 'S (1) 813
S=¢7 7> [7] [c] 9G2< [8] 1> [v] 1> [8] [8zT] [v] [82T] sipiwJaplds 'S (@er3
1=8T 7> 1> 7> 1> 1> [2] 7> 7> 7> 7> 1> 7> sipiwJapids 'S (1) er3
S=5¢7 1> 1> 7> 9G¢< 1> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 1> sipiwJapids 'S (@zr3
S=5'2¢Z 7> 7> 1> 96¢< 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> snaine 'S T zr3
S=¢¢ [c] > 9G¢< 952< 7> 1> [c] 1> [8zT] [ce] {3 [¥9] sipiwJaplds 'S (1) 113
S=87 7> 1> 7> 1> 7> [2] 1> 7> 7> 7> 7> 1> sipiwJapida 'S (@ or3
S=£7 7> 1> 7> 1> 7> [v] 1> 7> 7> 7> 7> 1> sipiwJapids 'S (T)or3
S=¢ > 1> 7> 9G¢< > > > > 7> 7> 7> > snaine 'S (1) 803
eT ZT 1T 0T 6 8 ] 9 g v 3 Z T 8109ds3 eJ1sowy

+NH/4uw odnib op sepejosi sna2020jAydelrs ap sedad sep sopIqo NID ap Sal0jeA - 9T oipend)

S091101q1IUE SOR SeuelIg)deq Sedad sep apeplfIqnadsns - H 3DIANIdV



120

‘eiisowe ep epsad #

"OLIRIPAWIBIUI =] {|9AJSUSS =S 8JUdlSISal =Y ‘euldlwelidse=¢T
‘eul[o19.118)=CT ‘BuUIjIdIUSd=TT ‘BUIJBXO[JIOU=(T {|0ZEPIUCIIoW=6 ‘BUIDIWOIILIS=8 ‘BUI]JIJIX0P=/ ‘BUIJLXO0}}0dI9=9 ‘RUIDIWEPUIII=G ‘BUIXS[eJad=F ‘BUIDIWIOIIIZR=E ‘euljIdidwe=Z ‘euljIdIXoWwe=T

S=tz [ze] 952< [9] [8zT] 9G¢z< [8] [v] 9G¢z< [ogz] | o9sz< | [8e1l [ogz] snsoJAx 'S @713
S=22 [ze] oge< | [8ztl 9G¢< 9Gz< [zel [v] 9G¢< [9] oGe< | [ogel 9G¢< snaine 'S (M) 123
S=5'9Z 7> 1> 1> 9G¢< 7> 7> 1> 7> 7> 7> 1> 1> sipiwJapids 'S (2) 89'3
S=t¢ 7> 1> 7> 9G¢z< 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 1> sipiwJapids 'S (1) 893
S=¢¢ > 1> 7> 9G¢< [o1] > 1> > 7> 7> 1> > lisusem ‘g (€) 093
# [8] 7> [8] 9Gz< [8] [8] [v] 1> [8] [8zT] [v] [¥9] sipiwJaplds 'S (2) 093
S=tz 7> 1> 7> 95z< [zel 7> 1> 7> 7> 7> 1> 1> sipiwJapids 'S (1) 093
1=8T > 1> 7> 9G2< > > 1> > 7> 7> 1> > snaine 'S (1) 053
d=5T [8] 7> [ze] 952< [o1] 7> [v] [v] [9] [9] [v] [o1] 11auIem 's (2) 87’3
1=02 [8] 1> [9] 952< [o7] 1> [v] [c] [v9] 43 [v] [o1] 11ausem 's (1) 87’3
S=/¢ > 1> 7> 1> > 1> > 7> 7> 7> 7> > snaine 'S (a2) 9v'3
1=02 7> 7> 1> 7> 7> 7> > 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'S (1) 9v'3
1=02 7> 1> 7> 952< [9] 7> 7> 7> 7> 7> 1> 1> FEIVEITES () ev3
S=¢¢ 7> 1> 7> 952< [zel 7> 1> 7> 7> 7> 1> 1> snaine 'S (@) ev3
4=S'vT 7> 1> 7> 9G¢< [zel > 1> > 7> 7> 1> > snaine 'S (1) ev3
S=6¢ 1> 1> 7> 9G¢z< 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 1> sipiwJapids 'S (@) zv'3
S=0¢ 7> 1> 7> 952< [9] 7> 1> 7> 7> 7> 1> 1> sipiwJapids 'S (1) 23
1=6T > 7> 7> 9G¢g< [oT] 1> 7> > > [Z] 1> > snaune ‘g (@) ov'3
1=6T 7> 7> 7> 96¢< 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> snaine 'S (T)ov'3
I=T¢ 7> > 7> 9Gz< 1> 1> [T] 1> [ce] > [T] > snaune ‘g (2) 8e'3
S=5¢ 7> > 7> 9G¢< 1> 1> [T] > [ze] 7> 1> 7> snaune ‘g (1) 8¢'3
S=9¢ > 1> 7> 1> 1> 1> 1> 1> 7> 1> 1> 1> 1susem 'S (gr)ee3

S=z¢ 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'S (v1) €£3
1=02 7> 7> 7> 952< [cel 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> snaine 'S (@ ze3
4=5'9 7> 7> 7> 962< [cel 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'S (T)ze3
€T T 1T 0T 6 8 ] 9 g v € Z T 8109ds3 eJ1sowy

(enunuod) +NH/4uy odnib op sepejosi snd2020]Aydels ap sedad sep sopngo NI ap SalofeA - 9T olpend



121

"OLIRIPBLIBIUI =] ‘|SAISUSS =S ‘8]UlSISal =Y :euldIWe.IdSa=ET
“eul919..118)=¢T ‘eul]IdIUBd=TT ‘BUIJeXO|JI0U=(T ‘|0ZEepIUC.BW=6 ‘BUIDIIOIILIB=8 ‘BUI|IIDIXOP=/ ‘Buldex0[40.dId=9 ‘BUIDIWEPUIO=G ‘BUIX3[e}8d={ ‘BUIDIWONIZe=E ‘euljididwe=Z ‘euljIdIXowe=T

S=G¢ [ze] [oT] [9] [ze] 9G¢< > [8] 9G¢2< (9] oge< | [8ztl [v9] sipiwapids 'S (@)s23
S=0v [ze] [97] (9] [geT] [8] [8] 1> [8] [ogz] [o7] [v9] [8] sipiwapids 'S (1)s23
S=9¢ [v] [ogz] (9] [ze] 9G¢2< 1> [v] [oT] 7> [ze] [9] 9G¢< 1autem ‘s (@ v/.3
1=02 [8zT] [97] [9] [9] [97] [8] [8] [8] [¥9] [8zT] 1> [8] snaine 'S (M) 23
S=¢¢ [ze] [oT] [9] [95z] 9G¢< [8] [v] 9G¢2< [9] 9Ge< | [ogel [v9] sipiwapids 'S (@er3
1=02 [9] [ze] [T] [geT] 9G¢2< 1> [c] [o1] [9sz] [97] [¥9] [8] snaine 'S (1) eL3
1=02 [geT] 7> [9] [9] [o7] [8] [8] > 7> (9] 1> > simded °g (@z,3
S=tz [ze] [9] [9] [geT] [oT] [8] [8] [o1] [oge] | o9gz< | [gzt] [v9] 1isutem ‘s (1)z,3
€T T 1T 0T 6 8 ] 9 g v € Z T 8109ds3 eJIsowy

(oesnjou09) +NH/4uY odnub op sepejosi sna2030jAydels ap sedad sep sopnqgo 1D ap SaojeA - 9T odpend



122

“eJISOWE ep eplad #

"OLIRIPBWIBIUI =] {[BAISUSS =S 8]UBISISAl =Y ‘BUIdIWRIIdSa=ET
‘eul|o19e18)=ZT ‘euljIo1uad=TT ‘eUIJEXO[JIOU=(T ‘|0ZePIUCJISW=6 ‘LUIDIWOIILIS=8 ‘BUI[J12IX0P=/ ‘euldex0}Jo.dId=9 ‘eUIdIWRPUI]I=G ‘eUIXd[eLad=1 ‘BUIDILIOAIZe=E ‘euljldidwe=Z ‘euljIdIXOWe=T
1=0Z 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> 7> snaine 'g (g92) 123
1=81 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (v2) 123
1=81 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (@) 9z3
1=T2 7> 7> 1> 7> 1> 1> T> 1> 1> 1> T> 7> sipiwapids 'S (1)9z3
I=G'6T [8] 7> [8zT1] 9G¢2< 9G¢2< [c] [8] [v] [8zT] 9G2< [ze] [9] snaine ‘g (@) sz 3
# 7> 7> 7> 1> 1> 1> T> 1> 1> 1> T> T> sipiwapids 'S (@) zz3
d=cT 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (1) zz 3
S=8¢ [t] [t] [8] 9G¢2< [8] 1> [v] [7] [97] [8zT] [v] [ze] 1ANI0S °S (1) 673
1=0Z 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (@113
I=T¢ [8] 1> [9] 9G¢< [v9] 1> [8] [1] [ce] [v9] [v] [¥9] sipiwJaplda 'S (1) /13
S=t¢ 7> 1> 7> 9G¢< 1> T> 7> 1> 1> 1> T> 7> sipiwapids 'S (e)or3
4 7> 1> 1> 962< 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (@913
S=t¢ 7> 1> 7> 9G¢< 1> T> 7> 1> 1> 1> T> 7> snsojAx s (1)or3
1=6T 7> 1> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g [OEE
I=T¢ [7] 1> T> 9G¢< 1> 1> T> T> 1> 7> 1> [8] sipiwapids 'S @v13
S=t¢ 1> 1> T> 9G¢2< 1> 1> 1> 1> [v] 1> 1> [ze] snonAjowsey 'S [OFE
Y=GT [t] [v] [8] 9G¢2< [8] 1> [v] 1> [8zT] [getl | [8zT1] [8] snaine ‘g (2) 603
S=¥¢ 7> [2] [o1] 9G¢2< [8] 1> [v] 1> [97] [gzT] [97] 9G¢< snaine ‘g (1) 603
4=0T 1> 1> 7> 1> 1> [7] T> 1> 1> 1> 1> [7] 1Jautem ‘s (1) 203
1=02 [t] T> [8] 9G¢2< [8] 1> [v] 1> [91] [8zT] [97] [o1] snaine ‘g (@) 903
S=0¢ [t] T> [8] 9G¢2< [8] 1> [v] 1> [o1] [8zT] [v] [o1] snaine ‘g (1) 903
S=G¢ [v] 1> 1> 9G2< [c] 1> [c] [8] 7> 1> T> [o1] 1Jautem ‘s (e) v03
# [c] 7> 7> 9G¢< [v] 1> [c] [c] 7> 1> 7> [o1] sipiwJaplda 'S (2) v0'3
S=G¢ [v] 1> 7> 9G¢2< 1> 1> [c] [2] 7> 1> T> [o1] 1Jautem ‘s (1) v03
I=G'8T | 9g¢< 7> [8zT] 9G¢< 9G¢< [ze] [2] [8] [9] oge< | [zl [8zT1] sipiwapids °g (@) €03
S=¢¢ 1> 7> 7> 7> 1> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (@ 103
Y=€T 1> 1> T> 1> 1> [v] 1> T> 1> 1> T> T> snaine ‘g (1) 103
€T T 1T 0T 6 8 / 9 G v € Z T 8109ds3 elsowy

-NH/4uy odnib op sepejosi sN22020]Aydels ap sedad sep sopiqo D ap SalojeA - LT oipend)



123

"eJ1sowe ep epJad # "OLIRIPaWIBIUI =] {[BAISUSS =S ‘BUa]SISal =Y :BUIdIWRIIdSa=ET
‘eul|o19e18)=ZT ‘euljIo1uad=TT ‘eUIJEXOJJIOU=(T ‘|0ZePIUCLIBW=6 ‘LUIDIWOIIIIS=8 ‘BUI[J12IX0P=/ ‘euldex0}joidId=9 ‘eUIdIWRPUI]I=G ‘eUIXd[eLad=1 ‘BUIDILIOAIZe=E ‘euljldidwe=Z ‘euljIoIXOWe=T
S=¥¢ [t] [9] [8] 9G¢2< [v] [t] [2] [¢] [97] [8zT1] [ce] [8zT1] snaine ‘g [
S=2¢ [t] [v] [8] 9G¢2< [8] 1> [v] 1> [ze] [9] [97] [9] snaine’s JISE
S=8¢ 7> [v] 9G¢< 9G¢2< [8] 1> [ce] 1> [o1] [8zT] [v] [8zT1] snaine ‘g (€) 953
1=8T 7> 9G¢< 9G¢< 9G¢2< 9G¢2< 1> [9] 9G¢2< 9G¢2< oge< | [8z1l 9G¢< snaine ‘g (2) 953
S=¢¢ [T] [v] [8] 9G¢2< [8] [7] [v] 1> [97] 9G¢2< [v] [8zT1] snaine ‘g (1) 953
y=GT [v] 1> 1> 9G2< 1> [t] [v] [7] [v] 1> 1> [8] snaine ‘g (1) vs3
S=/2 [7] [v] [8] [8zT] [8] [1] [v] [T] [v9] [v9] [8] [v] sipiwJaplda 'S 67’3
1=02 [7] 1> 7> 9G¢2< 1> 7> [T] 1> [ze] 1> [8] [8] snaine ‘g (1) 173
1=02 [T] [9] [8] 9G¢2< [8] [7] [v] 1> [o1] [8zT] [o7] [8zT1] snaine ‘g @ vvr3
S=0¢ 7> 7> [v] 9Gz< [8] 7> [v] 1> (8] [8zT] [¢] [o1] sipiwJaplda 'S (1) vv'3
S=/2 1> 1> 7> 1> 1> [7] 7> T> 1> 1> 7> 7> sipiwapids 'S @ 173
1=02 1> 1> T> 1> 1> [7] 1> T> 1> 1> T> T> snaine ‘g (1) 173
1=02 1> 1> T> 1> 1> [v] 1> T> 1> 1> T> T> snaine ‘g (2) 63
S=¢¢ 1> 1> 7> 1> 1> [v] 7> T> 1> 1> 7> 7> snaine ‘g (1) 63
S=2¢ [c] 1> 7> 9G¢2< 1> 1> 1> 1> 1> 7> 1> [8] sipiwapids 'S () 1e3
I=G'T2 [v] 1> [8zT1] 9G¢2< [9] [c] [8] [c] [9] [¥9] [ce] [9] snaine ‘g (@) 13
1=0Z 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (v1) 23
1=6T [c] 1> 7> 9G¢2< 1> 1> [T] 1> [ze] [o7] [c] [v] snaine ‘g (@) 9e3
1=G'T¢ [7] 7> 7> 9G¢< 7> 7> [2] 7> [o1] 1> [v] [v] sipiwJaplda 'S (1) 9¢'3
S=G¢ [v] 7> [9] 9G2< [v9] 7> [2] [c] [97] [8] 7> [o1] snaine ‘g (OFE
S=G'2¢ [v] 1> T> 9G¢2< [9] 1> [c] [c] 1> [ze] 7> [o1] snaine ‘g (@ ve3
S=¢¢ [v] 1> 7> 9G¢2< 1> 1> T> 1> 1> 1> 1> [o1] snaine ‘g (1) ve3
S=2¢ 7> [2] [8] 9G2< [8] 1> [v] > [91] [gztl | [8zT1] 9G¢< snaine ‘g (g9) 03
S=2¢ 7> T> [ze] 9G¢2< [8] 1> [v] 1> [97] [8zT] 7> [o1] snaine ‘g (ws) 0g3
S=87 1> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> siuiwioy 'S (e) oe3
S=2¢ 1> 7> T> 1> 1> 1> 7> 1> 1> 1> 7> T> sipiwapids °g (@) oe3
S=¢z 1> 7> 7> 7> 1> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (1) oe3
S=0¢ [1] [v] [8] 96¢< [8] 1> [v] 1> [v9] [szt] | [o1] [8] sipiwJaplda 'S (2) 82’3
S=9¢ [t] [v] [8] 9G¢2< [8] 1> [v] 1> [9] [gzT] [97] [9] snaine ‘g (1) 823
# 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 1> [t] 7> 7> sipiwapids °g () 123
€T T 1T 0T 6 8 / 9 G v € Z T 8109ds3 elsowy

(enunuod) -NH/4uy odnib op sepejosi sN22020]Aydels ap sedad sep sopiqo D ap SaIoJeA - LT o4pend)




124

"OLIRIPBWIBIUL =] ‘[BAISUSS =S 8]UBISISAI =Y ‘BUIdIWRIIdSa=ET

”mc__o_omwaHNH ”mc___o_cwan._”._” ”mc_omxo_tocno._” ”_ONmU_cowaH@ ”m:_o_Eo._H_thm ”mc__o_o_xovnm ”mc_omxo_u_oha_onm ”mc_o__.cmvc__onm ”mc_Xw_mu_on.v ”cc_o_Eob_Nme Mmc_ .o_n_EmHN ”m:__.o_onmH._”
S=£2 1> 7> 7> 7> 1> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (@o0,3
=T [t] 9G¢< [8] 9G2< [8] 1> [v] 1> [97] oge< | [8z1] 9G¢< snaine ‘g (1) 693
I=12 [v] 7> 9G¢2< 9G2< [8zT] T> [v] [c] [8zT] [9] [8] [o1] snaine ‘g (¥) 993
4=0T [o1] 7> 9G¢< 9G2< [8zT1] [v] [8] [8] [8zT] [9] [97] [o1] snaine ‘g (1) 993
S=t¢ 1> 7> T> 1> 1> 1> 7> 1> 1> 1> 7> T> sipiwapids 'S (€) 593
4=9 1> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 11aurem ‘g (2) 593
S=2¢ 1> 7> T> 1> 1> 1> 7> 1> 1> 1> 7> T> sipiwapids 'S (1) 593
1=.T 1> 1> T> 9G¢2< [2] 1> 1> T> 1> 1> T> T> snaine ‘g (1) 93
S=¢€¢ [v] 1> [9] 9G¢2< [8zT1] [c] [8] [v] [9] [8zT] [ze] [8zT1] snaine ‘g (€) €93
S=t¢ [ze] 7> [9] 9G¢< [8zT] [8] [c] [v] [v9] 9Gz< | [o1] [o1] sipiwJaplda 'S (2) €9'3
S=t¢ [97] 7> [c] 96¢< [c] 1> [¢] [v] [o1] 1> 7> [ce] sipiwJaplda 'S (1) €9'3
S=¢€¢ 1> [v] 9G2< 9G¢2< 9G¢2< 1> [v] [8zT1] [9] 9G2< [97] [ze] 1Jautem ‘s (@) 293
S=2z [t] [7] [8] 9G¢< [8] 1> [v] 1> [8zT] [8zT] [v] [ce] sipiwJaplda 'S (1) 29'3
I=T2 7> 1> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'g (1) 193
€T T 1T 0T 6 8 / 9 G v € Z T 8109ds3 elsowy

(oesn|ouo2) -NH/4uy odnib op sepe|osi sN22020jAydels ap sedad sep sopngo IAID ap SalofeA - LT oipend



125

"OLIRIPAWIBIUI =] {|9AJSUSS =S 8JUdlSISal =Y ‘euldlwelidse=¢T
‘euI[219R118)=CT ‘BuUIjIdIUSd=TT ‘BUIJBXO[JIOU=(T {|0ZEPIUCIIoW=6 ‘BUIDIWOIILIS=8 ‘BUI]JIJIX0P=/ ‘BUIJLXO0}}0dI9=9 ‘RUIDIWEPUIII=G ‘BUIX3[RJad=F ‘BUIDIWIOIIIZR=E ‘euljldidwe=Z ‘euljIdIXoWwe=T

S=87 7> 7> 7> 1> 1> > 7> 1> 7> [v] 1> 7> sipiwJaplds 'S (@) svO
1=0¢ > 1> 1> 1> 7> 1> 7> 1> 7> [v] 1> > snaune ‘g (1) sv'D
S=5¢7 [¢] {3 952< 952< [ze] > [¥9] 1> [szT] | [821] [8] [ce] snonAjowsey 'S (@) ev'0
1=0Z [v] [ce] [8zT] 96¢< 9G¢< 1> [¢] 1> [8] [82T] [8] [c] 11ausem 's (T) 7’0
S=8¢ 7> 7> 7> 1> 1> > 7> 1> 7> [v] 1> 7> snided g (@) 0¥'0
S=9¢ 7> 1> 7> 1> 7> 7> 7> 1> [c] {3 1> 7> sipiwJaplds 'S (T) 07’0
S=5¢ 7> > 7> 1> 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 1> sipiwJapids 'S (T) €0
S=£2 7> > 7> 1> 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 1> sipiwJapids 'S (@) 2€0
1=6T > > > > > > > > > > > > LIsuJem ‘s (T)ze o
S=8¢ 7> 7> 7> 1> 1> > 7> 1> 7> [8] 1> 7> sipiwJaplds 'S (@10
1=02 1> 7> > 7> 7> 7> > 7> [2] [v] 1> > snaune ‘g (1) 10
1=6T > > > > > > > > > > > > snaine 'S (2 9z'D
1=9T 7> 1> 1> 1> 1> 7> > 7> 7> 7> 7> 1> sipiwJapids 'S (T) 920
1=02 [8zT] [9] [o1] 95Z< [zel [8] [7] 1> [9] [sz1] [8] [v9] snaine 'S (2)s20
S=0¢ [o1] 1> [v] 952< [ce] [T] 1> 1> [o7] [v9] [c] 7> sipiwJaplds 'S (T)s20
S=£2 7> > 7> 1> 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 1> sipiwJapids 'S (@ ¥20
S=0¢ 7> > 7> > 7> 7> > 7> 7> 7> 7> > sipiwJapids 'S (T)¥2D
1=81 [c] [v9] [8] 9G¢< [ze] [c] [T] 7> 9Gz< [v9] [8] [v9] snaine 'S (T) 120
S=z¢ 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'S (€) 61D
S=9¢ 7> > 7> 7> > > 7> 1> [1] 7> 1> > siplwJaplds 'S (@610
S=¢¢ 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'S (T) 61D
1=8T > 1> 1> 1> 1> > 1> > 7> T> T> 1> 1susem 'S (T) 110
S=9¢ 7> > 7> > 7> 7> > 7> 7> 7> 7> T> siplwJaplds 'S (2) 80D
1=6T 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> snaine 'S T 0D

€T T 1T 0T 6 8 ] 9 g v € Z T 8109ds3 eJ1sowy

+NH/4uV 8jo1uod odnib op sepe|osi sNa2020jAydels ap sedad sep sopngo IO ap SalofeA - 8T oipend)



126

“eisowe ep eplad #

"OLIRIPAWIBIUL =] {[BAISUSS =S ‘81USISISAI =Y :BUIdIWRIIdSa=ET

‘eul[o19R118)=CT ‘BuUIjIdIUSd=TT ‘BUIJBXO[JIOU=(T {|0ZEPIUCLIoW=6 ‘BUIDIWOIILIS=8 ‘BUI]JIJIX0P=/ ‘BUIJLXO0}}0dI9=9 ‘RUIDIWEPUIII=G ‘BUIXS[RJ8d=1 ‘BUIDIWIOIIZR=E ‘euljloidwe=Z ‘euljIdIXoWwe=T
E) [ze] 952< [9] [9s7] 96¢< [o1] [¢] 9G¢z< [ogz] | 9sz< | [8erl [osz] sluiwoy 'S (@) 190
S=¢¢ 1> 1> 7> 7> 7> [7] 7> 1> > 7> 7> [7] JEEIS (T) 190
S=5¢7 [ze] 7> [8] 952< 1> 1> [7] 7> [o1] [c] [7] [T] sipiwJaplds 'S (T) 09°0
S=5¢7 1> 7> 7> 9G2< 7> 7> [1] 1> [v] 7> 1> 7> sipiwJaplds 'S (2) 950
I=T¢ 7> 7> [97] 9Gz< 7> [T] 7> > [v] [8] [9] 7> TEEIES (T) 950
1=T2¢ [7] 7> 7> 7> [7] [1] [7] [1] 7> 7> [7] [7] sauabowoIyo 'S (2) 650
1=02 7> 7> [8] 9G¢< 7> 1> [T] 1> [o7] > 7> [8] snaine 'S (T) 58D
S=9¢ [T] 7> [8] 9G2< 7> 1> [c] T> [97] [o7] [T] 7> sipiwapids 'S (@ 6v0D
# 7> 7> 7> 9G¢< 7> 7> [8zT] 1> [97] 7> 7> > sausbowoIyd 'S (T) 6D
4=5'ST 7> > 7> 9G¢< 1> 1> [T] 1> [v] 7> 1> > siplwJaplds 'S (@ 8vD
1=02 7> 7> [ze] 9G¢< > 7> [v] 7> [o7] [v9] [v] [v] snaine 'S (T) 870
S=5¢ 7> > 7> > 7> 7> > 7> 7> 7> 7> T> siplwJaplds 'S (e)svo
€T T 1T 0T 6 8 ] 9 g v € Z T 8109ds3 eJIsowy

(oesnjou09) +NH/4uUY 8j011u09 odnub op sepejosi sSN22090jAydels ap sedad sep sopIgo NI ap SaojeA - 8T odpend)



127

"OLIRIPAWIBIUI =] {|9AJSUSS =S 8JUdlSISal =Y ‘euldlwelidse=¢T
‘eul[o19.118)=CT ‘BuUIjIdIUSd=TT ‘BUIJBXO[JIOU=(T {|0ZEPIUCIIoW=6 ‘BUIDIWOIILIS=8 ‘BUI]JIJIX0P=/ ‘BUIJLXO0}}0dI9=9 ‘RUIDIWEPUIII=G ‘BUIXS[eJad=F ‘BUIDIWIOIIIZR=E ‘euljIdidwe=Z ‘euljIdIXoWwe=T

d=5T [8] [o1] [ce] 96z< [¥9] [v] [¢] 7> 9G¢< [¥9] [¢] [c] snaine 's (T) 620
S=5¢7 [9] 1> [o7] 9G¢< [ze] [7] [7] 7> [8] [szT1] 1> [c] 1ausem 's (€) 820
S=G¢ > 1> 7> > 7> > 7> 7> 7> 7> 7> 1> 11auIem ‘g (2) 820
S=€¢ [8zT] [8] [8] 9G¢< 952< [8] 7> 7> [8] [v9] [7] 1> sipiwJapids 'S (T) 820
1=02 [v] [ze] [9] 9Gz< 952< [1] [7] 7> [8zT] [v9] [8] [ze] snaine 'S (@) €20
1=02 9G¢z< 7> [v] 9G¢z< 9G2< 7> 1> 7> [8] [8zT] [T] [¢] sipiwJapids 'S (T) €20
S=t¢ [8zT] [¢] [8] 9G¢z< [ce] [o1] 7> 7> [8] [8zT1] [¢] [¢] 1ausem 's (@) 220
1=02 [8] [o1] [o1] 9GzZ< [ze] [T] [7] 7> 9G¢< [¥9] [8] [o7] sipiwJapids 'S (T) 220
S=/2 [8zT] [v9] [8] 9Gz< [ze] [o1] 7> 7> 9G¢z< [¥9] [8] [8z1] sipiwJapids 'S (T) 020
S=z2 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> [8] 7> 1> 7> 1> 11auIem ‘g (€) 870
1=8T > > > > > > > > > > > > snaine ‘g (e)sTtD
S=2z 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> > sipiwJapids g () v10
S=G¢ > 1> 7> > 7> > 7> 7> 7> 1> 7> 1> snaine 'S (T)¥10
S=8¢ 1> 7> 7> 1> 7> 1> 7> [8] 7> 1> 7> > sipiwJapids g (€) €10
S=22 1> 7> 7> 1> 7> 1> 7> [8] 7> 1> 1> > snaine 'S (@) €10
1=02 7> 1> 7> 7> 7> 1> 7> [8] 7> 1> 1> > sipiwJapids g (T) €10
1=8T > 1> 7> > 7> 1> 7> > [8] 1> 1> 1> snaune ‘g (1) 20D
4=9 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 1> 7> 1> sipiwJapids 'S (@) 90D
1=L1 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> [8] 7> 7> 1> 7> snaine 'S (T) 90D
S=£2 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> 7> snaine 'S (@) 500
I=TC [¢] [o1] [ze] 9G¢2< [9] [T] 7> 7> [ce] [geT] [8] [o7] snaine 'S (€) 20D
1=91 [ce] [c] [8] 9G¢< 9G¢< [v] 7> 7> [8] [gzT] [7] [c] sipiwJapids 'S (2) 200
S=£2 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> [c] 1> 7> snaine 'S (€) 100
I=T2¢ 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> > [c] 1> 7> snaine 'S (@100
S=t¢ 7> 7> 7> 1> 7> 7> 7> > [2] [8] 1> 7> sipiwJapids 'S (T) 100

€T T 1T 0T 6 8 / 9 g v € Z T 8109ds3 eJ1s0Wy

-NH/4uV 8]0411u02 0dnib op sepe|osi SN22090jAydels ap sedad sep Sopgo N1D 8P Sa10JeA - 6T 04pend)



128

"OLIRIPBWIBIUL =] {[BAISUSS =S ‘81USISISA) =Y :BUIDIWRIIASI=ET
‘euI[219R118)=CT ‘BuUIjIdIUSd=TT ‘BUIJBXO[JIOU=(T {|0ZEPIUCIIoW=6 ‘BUIDIWOIILIS=8 ‘BUI]JIJIX0P=/ ‘BUIJLXO0}}0dI9=9 ‘RUIDIWEPUIII=G ‘BUIX3[RJad=F ‘BUIDIWIOIIIZR=E ‘euljldidwe=Z ‘euljIdIXoWwe=T

S=0¢ 7> 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> [T] 1> 1> > snaine 'S (€) 90
S=22 7> 7> 7> 1> 7> 7> 7> 7> [8] 1> 1> > snaine 'S (@) 97’0
I=T2 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> [v] 1> 1> snaine 'S (T) 970
S=/2 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> > sipiwJapids g ©)vvo
S=¢¢ > > > > > > > > > > > > snsojAX ' (&)
S=0¢ 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> > sipiwJapids 'S (T) 27’0
I=T¢ 7> 1> 7> > 7> > 7> 7> 1> 1> 1> 1> snaine 'S @170
S=9¢ > 7> > 1> 7> 1> 7> > 7> [v] 1> 1> snideo 'g (T) 7’0
H=GT > > > > > > > > > > > > LIsulem ' (@) 6D
S=¢7 [8] 7> [o1] 9G¢z< [o1] [7] [7] 7> [8] [ce] [v] 1> 1ausem 's (T) 6£0
S=5¢7 [8] [o1] [8] 9G¢< 9Gz< 1> [T] [v] {3 [8zT] 1> [¢] siuiwoy 's (€) 80
S=5¢ [¢] [8] [8] 9Gz< 9G2< 1> 7> 7> [o1] [8zT1] [¢] [¢] sipiwJapids 'S (2) 880
S=9¢ [ce] [¢] [o1] 962< [ce] [7] [7] 7> [¥9] [v9] [¢] [¢] sipiwJapids 'S (T) 8¢
S=¢£Z 7> 1> 7> 1> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 7> > sipiwJapids 'S (@) 1€0
1=02 7> 1> 7> > 7> > 7> 7> 1> 1> 1> 1> snaine 'S (T) L£D
S=/2 > 7> > 1> 7> 7> 7> 7> 7> [ce] 1> 1> snaine 'S (2) 9¢0
S=Gz 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> > 1> [ce] 1> 1> sipiwJapids 'S (T)9eD
d4=9 [c] [ce] [ze] 9G¢< 9G¢< [c] [7] 9G¢< [sz1] | [8z1l [8] [c] sipiwJapids 'S (€)s€0
S=¢£Z [geT] 7> [ze] 9G¢2< 9G¢< [oT] [2] 9G¢< [ze] [geT] [c] [c] snaine 'S (@) seD
4=9 [v] [c] [8zT] 9G¢< 9G¢< [7] [91] [ce] [¥9] [8zT] [c] [c] sipiwJapids 'S (1) s€0
1=T2 7> > 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 1> 1> 1> sipiwJapids 'S (T) €D
1=81 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 1> 7> snaine 'S (€)0gD
S=tZ 7> > 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 1> 7> 1> sipiwJapids 'S (@ 0ed
1=6T 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 1> 1> 7> snaine 'S (T)ogDd

€T T 1T 0T 6 8 / 9 g v € Z T 8109ds3 eJ1s0Wy

(enunuod) -NH/4uy 8]021u0d odnib op sepejosi SN22020jAydels ap sedad sep sopiqo NI ap SaI0JeA - 6T 04pend)



129

"OLIRIPBWIBIUL =] {[BAISUSS =S ‘81UBISISA) =Y :BUIdIWRIIASI=ET

‘eul|o19e118)=2T ‘euljIo1uUad=TT ‘BUIOEXO[JI0U=0T {|0ZEPIUCIISW=6 ‘BUIDIWOIIII9=8 ‘BUI|JIIIX0P=/ ‘BUIILXO0}J0dI9=9 ‘RUIDIWEPUIII=G ‘BUIX3[e)ad=F ‘RUIDILIOIIZR=E ‘eul|loidwe=g ‘euljldIXowe=T
S=5¢ [1] 7> [ze] 9G¢< 7> > [v] 7> [97] [97] [v] [1] STERGERS (2) 250
1=02 7> 7> [ze] 9G¢2< 7> > 7> 7> [97] [9] [v] [T] snaine 'S (@ 190
1=02 7> 7> [z] 9G¢< 7> 1> [v] 7> [ogz] 7> [ze] [¥9] snaine 'S (T) 250
S=0¢ 7> > [ce] 9G¢2< 7> 7> [v] 7> [ze] [9] [97] [o1] snaine 'S (2) 050
1=02 1> 7> [9] 9G¢< 7> 1> [v] 7> [ze] [geT] [ce] [9] snaine 'S (T) 050
S=9z 7> 7> 7> 7> 7> > 7> > 7> [Z] 1> 1> sipiwJapids 'S @ vD
S=¢z 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> 7> > [91] > > snaine 'S (T) L¥D

(oesn|ou02) -NH/4uy 8j01uod odnub op sepe|osi sSN22020]Aydels ap sedad sep sopiiqo D ap Sal0JeA - 6T 04pend)



130

"eJ1sowe ep epiad #

"OLIRIPBWIBIUI =] :|BAISUSS =S ‘BlUs]SISal =Y :BUIdIWRIINSE=ET
”m:__o_om.:muum._” ”mc___o_cwan._”._” ”mc_omxo_tocuo._” ”_ONmU_co.:mEH@ ”mc_u_Eo.:_._wHw ”mc__o_u_xoﬁuum ”mc_owxo_"_o._a_ouw wmc_o_EmUc__on ww:_xm._mn_mouv ”mc_o_Eo.:_NmHm ”mc___o_ac._mum ”m:___o_xoc._mu._”

¥=9 | [zel | [oszl | [vol | 9ge< | 9se< | [zel [8] [o1] | 9g¢< | 9sz< | 952< | 95z< 880B0|0 J9)0e(0J3IUT (@ v.3
¥=9 | [zel | [oszl | [vol | 9ge< | 9se< | Il [8] [8] [¥9] | 9se< | [9gel | [9gc] ©20JAX0 B||91Sq3] M M v.3
¥=9 | [zel | [osz]l | [8e1] | 9gse< | 9se< | [zel [8] osz< | [ose] | 9se< | [9gel | 9sz< ©20JAX0 B||91Sq3] M €.'3
d=9 | [zel | [osz]l | [zel | 9ge< | 9se< | [l [c] osz< | [¥9] | 9se< | [9gel | [9ge] I9A[e elufeH (@23
¥=9 | [zel | 9ge< | [vol | 9ge< | 9sz< | [zel [8] osz< | [v9l | 9sz< | [9gel | 9sz< ©20JAX0 B||91Sq3] M (TeL3

4=9 7> 7> 1> 1> 1> | [osz] | [o1] 7> 1> 1> 7> 7> "dds e|jab1ys (2) 093

=9 1> | [osz] | [l 7> szl | 1> 1> 1> 1> 7> | [9sz] 7> 1puna.y 48)0eqoaiD (1) 093

¥4=0T | 1> 7> [¥9] 7> [oge]l | 1> 1> [91] 1> 7> | [9sz] 7> esoulbnise seuowopnasd (2) sv'3

aeluownaud
¥4=L | 1> 7> [¥9] 7> [gzt]l | 1> 7> 7> 7> 7> | [9s2] | 71> | dssaeiuownaud e|ja1sgaly (1) 9v'3
aeluownaud

¥=9 | [e] > [ce]l | [sztl | [osel | 1> 1> [szT] 7> 7> | [9s2] | 71> | dssaeiuownaud e|jai1sgaly (1) ev'3

# [v] 7> 1> 7> [oge]l | 1> 1> 1> 1> 1> 7> 7> 88JR0|D 18]0B(0J3)u] (1) 8c3
oeusezo
=0z | [¥9] 7> [o1] | [9gel | [9se] | I8l [8] [oge]l | [9se] | [9gel | [szT]l | 1> | dssaeluownaud e[|aisga|y (g2) eg3
oreuaezo

I=0z | [9se] | 1> | [8z1l] | [9gel | [9sz]l | [9se]l | [zl [oge]l | [9se] | [9gel | [9ge] | [9ge] | dss seluownaud efjaisga)y (v2) ee3

¥4=9 | 1> 7> [T] 1> 1> 7> 7> 7> 7> 1> 7> 7> dds esaningy (1) e€3

=9 7> 7> [v] 7> [sztl | 1> 1> 1> 7> 7> | [9sz] 7> ©I0JAX0 ®|[91Sq3| M (1) 2e3

¥=9 | [¥9l 7> [ot] | [9gel | [ose]l | [¥9l [v] [vo] | [oszl | [9sz] | [osel | [8zTl SU3dsa0.IeW BRIISS (gae) €z'3

=9 | [egl 7> [e] [9g2] 7> [cel [v] 7> [ogel | [ogz] | [osz] | [l SU32sd0IeW BRIISS (ve) €z'3

¥4=9 | 1> 7> [v] 7> [sztl | 1> 1> 1> 7> 7> [o1] 7> 88JB0|D 18]0B(0J31U3 (@ ez 3

=9 | [v9l 7> [ce]l | [ogel | [osel | [9gel | [otl | [9gel | [sztl | [9gel | [9gel | [9ge] SIaUINA B1Yd1I3Yds3 (T)eT3

¥4=9 | 1> 7> [ce]l | [sztl | [ose] | [v] [e] [8zT] 7> 7> [ [oszl | 1> esoulbnJae seuowopnasd (@ e13

epnnd/suadsaiony)

=9 7> 1> [c€] 7> [oge]l | 1> 1> 1> 1> 7> | [9sz] 7> seuowopnasd (1) 23

¥4=9 | [osz] | 1> [cel | losel | loge] | [eel | [ot] | [osz]l | [osel | [osz] | [9sz] | [9se]l | esoulbnise seuowopnasd (T) 803
€T 4 T 0T 6 8 L 9 g v € z T 2109ds3 elIsowy

+NH/4uv odnif op sepe|osI 9LsdePRUOLIOPNSSd 8 8L3JRII310Rg0IaIUT ap sedad sep Sopigo |NID 8p SaI0JeA - 0Z 04pend)



131

"OLIBIPAWLIBIUL =| ‘|9AISUSS =S ‘81U8ISISa =Y :BUIDIWEIINSI=ET
“eulro19e)8)=¢T ‘eul|IoIuad=TT ‘eUIdeX0|JI0U=(T ‘|0ZEepIuC/IBW=6 ‘BUIDIIOIILIB=8 ‘BUI[IIDIXOP=/ ‘eul1doex0[0.dId=9 ‘BUIDIWEPUIO=G ‘BUIX3[eJ8d={ ‘BUIdIWONIZe=E ‘euljididwe=Z ‘euljIdIxowe=T

¥=9 | [8z1l T> [ze] [os7] [8] [oszl | [ot] [ogz] | [9gz]l | [9gz] | [oge]l | [9ge] 9e0L0|0 J310eqoIaug (1) 993
d=¢1 | [8] T> [oz] 1> [o5z] T> T> [ogZ] T> 1> | [9gZ] 7> eusbLua) ejs)noey (2) 853
q=6 1> 1> [ogz] T> 1> 1> T> T> T> 1> [o7] 7> eusbLua) ejs)noey (1) 853
aeluownaud
y=9 T> T> [o1] 1> [9s7] T> T> [2] T> 7> | [952] 7> dss aeruownaud "y (2) 953
¥=9 | [9sz] T> [9] loszl | [9sz]l | [8ztl | [ot] logzl | [9ge]l | [9gz] | [oge]l | [sztl SU80S8VIBW BI1RLIsS (@) a3
d=0T > > > > [9gz] > 1> > > > > > SUadSadJel ele.lss (®1-7) TP 3
g=9 T> 1> [zel T> T> 1> T> T> T> T> 7> 7> 9L0R0[d 13)0BqOJ3IUT (1) 173
esoulbniase
¥=9 | [8z1] T> [9] [gzt] | [9sz] | [9sz]l | [ot] [ogZ] [ot] | [9gz] | [oge]l | [¥9] seuowopnasd (&) ve3
g=9 [v] 1> [8] [sz1] | [9gz] | [¥9l [o1] [c] 1> 1> | [9gz] 1> ©O0JAXO B||31SG3| M (@ ve3
esouibniae
¥=9 | [9sz] 7> [9] [ose] | [9sz] | [sz1]l | [ot] [9sz] | [9ge] | [9gz] | [9ge]l | [9ge] seuowopnasd (1) ve'3
y=9 1> 1> [ze] > > 1> 7> 7> 7> 1> | [8z1] 7> ©]09)N| seuowopnasd (92) 673
4=9 7> 7> [ce] > [9sZ] 7> 7> [o1] 7> 1> | [9s] 7> sualoejanbl| ene.lss (1) 673
4=9 [2] 7> [v] 1> [9sZ] 7> 7> [o1] 7> 1> | [8z1] 7> 1102 BIYdLIaYIS3 (1) 203
¥=9 | [zel 1> [c] losz] | [zel [+9] [8] [szt] | [oge] | [9gz]l | 1> [gzT] | eeoeold Je10RqOIRIUT (1) 90'3
esoulbniae
¥=GT | 1> [osz] | [z€] 1> [8zT] 7> 7> [9s] 7> 1> | [952] 7> seuowopnasd (2) 03
esoulbniae
4=9 | [osel | [9sz] | [z€] [oge]l | [osz] | [¥9] [v] [ogz] | [oge]l | [9se] | [9sz]l | [9se] seuowopnasd (1) €03
€T ZT 1T 0T 6 8 L 9 g v 3 Z T 8109ds3 eJIsowy

-NH/4uy odnib op sepe|os] 9LaePRUOWOPNaS 8 9eadelialraolalug ap sedad sep sopngo 1D ap SaI0feA - Tz oJpend



132

"OLIRIPBWIBIUI =] :|BAISUSS =S ‘BlUs]SISal =Y :eUIdIWRIIdSe=ET
‘euljo19e18)=2T ‘euljIo1uad=TT ‘BUIJEXO[JIOU=(T {|0ZBPIUCIIaW=6 ‘BUIDIWOIILIS=8 ‘BUI[JIJIX0P=/ ‘BUIJLXO0]J0.dI0=9 ‘RUIDIWRPUIII=G ‘BUIX3[eLad=1 ‘BUIDIWIOIIZe=E ‘euljloidwe=Z ‘euljIdIXOWe=T
¥=9 | [egl 7> [c] 96z< | 9ge< | I[ot] 7> [¢] [ee] | 9ge< | [8eT] | 9sz< elIedl e1jelIas (T) 090
=9 | [sztl | 9sz< | [zel | 9sz< | 9se< | [set]l | I8l 9Gg< | 9G¢< | 9G9¢< | 9G2< | 9§¢< sualoejenbi| enelIas (€) 950
=9 | [sztl | 9sz< | [zel | 9sz< | 9ge< | 9ge< [c] 9G¢< | 9G¢< | 9G9¢< | 9G2< | 9§¢< sualoejenbi| enelIas (T) 950
esoulbniae
=0T | [¥9] T> [o1] 9G¢< | 9gz< | [8zTl [v] 9G2< | 9G2< | 9G9¢< | 9S¢< | 9GZ< seuowopnasd () 670
4=9 | [8z1l T> [o1] 96¢< | 9gz< | 9ge< | [ot] 9G2< | 9G2< | 9G9¢< | 9S¢< | 9GZ< sualoejenbi| ele1I8S (@) 60
4=9 | [v9l T> [v] oGe< | 9sz< | [zegl T> [v] [ot] | 9sz< | 9sz< | 9sz< ©O01AXO B||31SG3| M (1) 670
y=6 | [zel T> [ze] 9G¢< | 9sz< | [8zTl T> 9G¢< [eel | 9se< | 1> [8zT1] 1100 €1Yyo1I8yds (2) 87’0
¥=8 | [zel T> [8] 9Ge< | 9sz< | [o1] T> 9G¢< o] | 9se< | 1> [8zT1] 1100 €1Yyo1I8yds (1) 870
epnind/suadsaiony)
¥4=9 | [v9] 7> [ee]l | 9sz< | 9sz< | [¥9] [o1] 9GZ< | 9SZ< | 9G¢< | 992Z< | 9Sz< seuowopnasd (@ ero
4=9 | [v9] 7> [8] 9G¢< | 95z< | 9g¢< [T] 9Gg< | 99¢< | 9S¢< | 9Sz< | 952< SIEREERIEIVETEIIES (1) evd
¥=9 | [8z1] 7> [9] 9Ge< | 9gz< | [8ztl [¢] 9Gg< | 992< | 9G¢< | 9Sz< | 952< sualoejanbl| ene.lss (€) 9z
¥=9 | [eel 7> [ce] | o9se< | 9sz< | [8zTl [T] [8] 9G6e< | 9ge< | [91] | 9se< sualoejanbl| ene.lss (1) 920
¥=9 | [zel 7> [ot] | 9sz< | 9sz< | [¥9l [T] [8] 9GZ< | 9G¢< | 992< | 95z< | @eoeo|d J81oeqOIBIUT (T)s20
4=9 | [¥9] | 9sz< [8] [v9] | 9sz< | [z€l 7> [v] oGe< | 9ge< | [8z1] | 9ge< sualoejanbl| ene.lss (@) 610
¥=9 | [8zt] | 9se< | [zel | 9se< | 9ge< | [8e1l [¢] 96z< | 95z< | 9g¢< | 95z< | 95z< 11puUNaJ} 1810eqoand (T) 670
esoulbniae

¥=9 | 9g¢< 7> [¥9] 9G2< | 9G2< | 9G¢< [¢] [8] 9GZ< | 9G¢< | 9G¢< | 9G¢< seuowopnasd (1) 110

€T ZT 1T 0T 6 8 L 9 g v € Z T 8109ds3 eJisowy

+NH/AUY

9]01u02 0dnif op Sepe|oSI 9LIILPRUOWIOPNAS] & SLaJLII8)IR(0IaIUT ap sedad sep SopNgo INID 3P SaI0JeA - ZZ 0Jpend



133

“eJisowe ep eplad #

"OLIRIPAWIRIUI =| ‘[2AISUSS = ‘81UdsISal =y ‘euldIwelIdsa=ET
“eul|919..18)=¢T ‘eul]IdIUBd=TT ‘BUIJeX0|JI0U=(T ‘|0ZEepIUC.IBW=6 ‘BUIDIOIILIB=8 ‘BUI|IIDIXOP=/ ‘Buldex0[40.dId=9 ‘BUIDIWEPUIO=G ‘BUIX3[e}8d={ ‘BUIDIWONIZe=E ‘euljididwe=Z ‘eulIdIXowe=T

SNalvJde0d|ed/Iiuuewneq
d=61 | [zel | [oszl | [¥9l | [9ge]l | [oszl | [ot] [v] [ogz] | [9ge] | [9sz] | [9sz] | [9sz] 1810e(018UI0Y (1) 2vD
¥=9 | [ze€l 7> [8] l[osz] | [9ge]l | [z€l [T] [ogz] | [oge] | [oszl | [oszl | I8zl 88JB0|0 19]0eq0Jalu7 (2) 80
¥=9 | [ze€l 1> [8] losz] | [9ge]l | [z€l 7> [8] [8] | [ogel | [¥9] | [oge]l | 1nfezexes usoeqossiuz (1) 80
¥4=9 | [ze] | losel [8] [ogz] | [ogel | [8zT] 1> [ogz] | [oge] | [oszl | [osz]l | [oszl 88JR0|J 18]0B(0J31U3 (1) 92D
¥=9 | [z€l > [8] [ogz] | [ogel | [v9l [v] [c] losz] | [osz] | [8z1] | [9sel 88JB0|0 19]0eq0Jalu7 (€) g€
d=c1 | [8z1] 7> [cel | losz] | [ose] | [oszl | [¥9l | [osel | [osel | l9se] | [9se] | [9sz] 88JR0|J 18]0B(0J31U3 (2)s€0
suelqeyizAlo
4=11 | [e€l 7> [eel | [oge]l | [9sz] [8] [c] [8] [vol | [¥9l | [y9l | [8e1l seuowopnasd (1) s€0
4=8 | [9sz] 1> [9] [ogz] | [oge] | [9sz] [8] logz]l | [oge] | [oszl | [oge]l | [9sz] ©]091N| seuowopnasd (T) €0
esoulbniae

4=v1 | [8zT]l | 1> [ce]l | [9sz] | [9se] | [8e1]l | [¥] [8] [osz] | [8e1] | [9s2] | [9se] seuowopnasd (T) 020
¥4=9 | [gztl | 1> [8271] 1> logel | [¥ol [T] losz] | [9ge] | [9sz] | [9sz] | [9sz] | 1nfezexes saroeqossiug (£) 810

# [v9] 1> [ee]l | losel | logel | I[vol [8] losz] | [9ge] | [9sz] | [9sz] | [9sel ©19ed90 eLI9p|OYINg (@810
d=9 | [eel 7> [v] [oge]l | [9sz] | [zel 7> [8] [8] | [9se] | [8zt] | [9sz] 88000 J8)0eqoJalul (T) 81D
¥=9 | I[gztl | 1> [vol | losz] | [oge]l | [set] | [Tl losz] | [9ge] | [9sz] | [9sz] | [9szl 880R0|J 18)0B(0J31uT M ¥10
d4=v1 | l9ge]l | 1> [v] losz] | [9ge] | [zel 1> [c] lot] | [szt] | I8l [8] 1109 BIYd1I8YIST (2) 900

aeluownaud dss

4=9 | [¥9] 1> [8] [osz] | [9ge] | [8zT] 7> [c] [o1] [8] | [sz1l 7> aeluownaud e|[a1sga| (1) 900
4=9 | [eel 1> [8] [ogz] | [oge]l | [zel 7> [8] [ogz] | [osz]l | [vol | [osl ©00JAX0 ©|[31SG3| M (€) 200
¥=9 | I[8z1] 1> [ot] | [osz] | [ogel | [setl | [e] [8] [ogz] | [osz] | [osz]l | [osel ©00JAX0 ©|[31SG3| M (2) 200
¥4=9 | [gztl | 1> [cel | [osz] | [ogel | [setl | [¥] [8] [ogz] | [osz] | [oszl | [ogzl | 1nyezeses ssioeqossiug (1) 200
4=9 | [eel 7> [v] [ogz] | [oge]l | [ot] 7> [8] [8] | [ogel | [ogel | [ogel ©00JAX0 ©|[31SG3| M (2) 100
4=9 | [eel 7> [v] [ogz] | [oge]l | [ot] [7] [8] [ot] | [9sz] | [osz] | [osl ©00JAX0 ©|[31SG3| M (1) 100

€1 1 1T 01 6 8 L 9 g v € Z T a109ds3 ©11S0WY

-HN/4uVv

9]01u02 0dnJf op SepPe|OSI 9LILPRUOLIOPNIS] & 9LadLII8)IR]0IaIUT ap sedad sep SopNgo INID 8P SaIoJeA - £Z 0lpend



134

"OLIRIPBWIBIUL =] {[BAISUSS =S ‘8I1UBISISA) =Y :BUIDIWRIIASI=ET

‘eul|o19e18)=2T ‘euljI21uUSd=TT ‘BUIOEXO[JI0U=0T {|0ZePIUCIISW=6 ‘BUIDIWOIIIIS=8 ‘BUI|JIIIX0P=/ ‘BUIILXO0}J0dI9=9 ‘RUIDIWEPUIII=G ‘BUIXd[e)ad=F ‘RUIDILIOIIZR=E ‘eul|loidwe=g ‘euljldIXoWwe=T
4=9 | [¥9l 1> lee] | losel | logel | Ivol | Ivol | losel | losel | [9sel | losel | [osel sualoejanbi| enesiss (€) 850
4=9 | [¥9l 1> [ee]l | losel | logel | Ivol [8] losz] | [9ge] | [9sz] | [9osz] | [9szl sualoejanbi| enesiss (2) 850

aeluownaud dss
¥=9 | [¥9] | [ogel | [91] | [9se]l | [osel | [get]l | I8l [osz] | [9ge] | [9sz] | [9sz] | [95z] | eeluownaud ejfa1sga)y (T) 250
esouibniae

¥=9 | [9s7] 1> [ce] [ogz] | [oge] | [8et]l | [ot] [osz] | [9ge] | [9sz] | [9sz] | [9sz] seuowopnasd (1) 180
4=9 | [eel | [ogel | [eel [oge] | [oge]l | [ot] [¥9] [ogz] | [sztl | [oszl | [sz1] | [osl dds eaojued (T) 050
4=9 | [eel | [ogc] [8] [ogz] | [oge] | [szT] 7> [ogz] | [otl | [oszl | [osz]l | [osl 9eJe0|d J310RqoIaUT (T) LV
=0t | [gzt] | [8zt]l | [v9l [ogz] | [oge] | [9sz] 7> [ogz] | [oge] | [oszl | [osz]l | [oszl 1100 BIYOLIaYIST (1) 97D
4=9 1> T> T> > 1> [8] > 1> 1> 1> | [osz] | [8et] sualoejanbl| ene.Iss (M) vv0
€T T 1T 0T 6 8 L 9 g v € Z T a199ds3 elIsowy

(0eSnjou0d) -HN/4UY
9]041u09 0dnJb Op Sepe|oSI aL3JIRPRUOLLOPNSSY 8 aeadelIa)deq0o4al1ug ap Sedad Sep SOPNgo IO ap SalofeA - £z oipend



ANEXO A - Certificado do comité de etica em pesquisa UNESP

N
% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS
Av. Eng. Fruncisco José Longo, 777 - Jd SioDimas FACULDADE DE ODONTOLOGIA
CEP 12201970 - F. {(12) 3947-9028
Fax (12) 39479010 / suchy(@fosje.uncsp br

CERTIFICADO

Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos

CERTIFICAMOS, que o protocolo n°® 075/2007-PH/CEP,
sobre “ Presenca de microrganismos potencialmente
superinfectantes na cavidade bucal de pacientes com anemia
falciforme” , sob a responsabilidade de CRISTIANE YUMI KOGA ITO
estad de acordo com os Principios Eticos, seguindo diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa, envolvendo seres humanos,conforme
Resolugdo n® 196/96 do Conselho Nacional de Salde e foi aprovado por
este Comité de Etica em Pesquisa.

S&o José dos Campos, 09 de outubro de 2007.

Profa. Dra. Suely Carvalho Mutti Naressi
Coordenadora do CEP/HUMANOS/FOSJC

135



136

ANEXO B - Certificado do comité de ética em pesquisa UNIFESP

Universidade Federsl de Sio Paulo Comité e Elica em Pesquisa
Escole Paulists de Medicins Hospital 550 Paulo

S&o Paulo, 30 de novembro de 2007.
CEP 1735/07

lima{a). Sr(a).

Pesquisador(a) MARIA STELLA FIGUEIREDO

Co-lnvestigadores: Josefina A P Braga, Cristiane Yumi Koga lto, Bruno Mello de Matos, Ana Paula de Almeida
Lourenge

Disciplina/Departaments: Hematologia @ Hemoterapia/Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao
Paulo
Patrocinador: Recursos Préprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa Intitulado: “Avaliagio da microbiota bucal em pacientes com anemia falciforme”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: intervengac diagnostica,

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Sem risco, sem procedimento invasivo,

OBJETIVOS: Investigar a microbiota carlogénica, fluxo salivar e capacidade tampdo salivar de pacientes com anemia
falciforme..

RESUMO: Participardo do estudo 40-50 pacients de ambos os géneros, com idades entre 4 a 6 anos, com anemia
falciforme diagnosticadas clinicamente e por mélodos laboratoriais, @ em tratamento no ambulatério da Disciplina de
Hematologia da UNIFESP. As criangas deverdo estar sob antibioticoterapia com penicilina por um periodo minimeo de
& meses. Para o grupo controle, serdo selecionadas 40-50 criangas laveis com perfil lhante ao grupo
estudo, dentre os individuos atendidos nas clinicas da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos -
UNESP, sem diagndstico de anemia falciforme ou outras doengas sistémicas, e que ndo tenham sido submetidas a
tratamento com antibidticos ou antifingicos nos Gltimos 60 dias, Serd realizado anamnese & exame clinico da saude
geral e bucal. Serd coletada saliva para determinago do fluxo salivar, da capacidade tampao da saliva, contagem de
asiraptococos do grupo mutans, contagens de lactrobacilos, contagem de leveduras, identificagdo dos isolados de

Candida spp o de estreptococos do grupo mutans..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Criangas com diagndstico de anemia falciforme sdo submetidas 4 terapia antibiética
prolongada com penicilina.Estudos tem mostrado menor incidéncia de cérie & de slreplococcus mutans neste
pacientas, embora apresentem maiores indices de CPO-D ( dantes cariados, perdidos e restaurados). Este estudo
visa avallar a microbiota cariogénica e aspectos salivares destes pacientes.,

MATERIAL E METODO: Estdo descritos os procedimentos a serem realizados, apresentando carta de concordéncia
das instituigdes e pesquisadores envolvidos..

TCLE: apr Io adeq

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento extarno.

Rua Botucatu, 572 - 1% andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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UNIFEEP
[ FAULEETA

LT

Universidade Federal de S3o Pauio Comité de Etica em Pesquisa
i Escolz Paulists de Medicing Hospital S50 Paulo

.57
CRONOGRAMA: Adequado.
OBJETIVO AGADEMICO: Nao envolve oblengao de titulo.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AQ CEP PREVISTOS PARA: 29/11/2008 & 29/11/2009,

O Gomité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de So Paulo/Hespital Sao Paulo ANALISOU @ APROVOU
o projoto de pesquisa referenciado,

1. Comunicar toda e gualquer alteragac do projeto e terme de consentimento livre e esclarecido. MNestas
cireunsténcias a inclusae de paci deve ser porariamente interrompida até a resposta do Comitd, apds
andlise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediataments ao Gomité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo,

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por § anos para
possivel auditoria dos drgios competentes. '

Atenciosamenta,

L

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenader do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Fadaral de S3o0 Paulo/ Hospital S4o0 Paulo CEP 173547

(1

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - GEP 04023-082 - Sio Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162



Salvia ACRD. Presence of potentially superinfecting microorganisms
in the oral cavity of patients with sickle cell anemia using
hydroxyurea [dissertation]. S&o Jose dos Campos: S&o José dos
Campos Dental School, Univ. Estadual Paulista - UNESP; 2010.

ABSTRACT

Considering that sickle cell anemia patients have reported increased
susceptibility to infections and oral reservoirs of pathogens may
represent a gateway for disease, evaluation of potentially pathogenic
oral flora becomes relevant. The aim of this study was to evaluate the
presence of Candida species, staphylococci, Enterobacteriaceae and
Pseudomonas spp. in the oral cavity of patients with sickle cell disease
under treatment with hidroxyurea (HU), comparing the results with
control subjects. The study included 69 patients aged 15-60 years,
with sickle cell disease, confirmed by clinical and laboratory
examinations. These were divided into two groups:under treatment
with HU for at least 90 days (n=30), and without HU (n=39). Two
matched controls (control I and Il, respectively), composed of healthy
individuals with similar profile (age, gender and oral conditions) to
the study groups were included. Diabetic patients, patients with
dentures, and other systemic diseases and those under treatment with
medications that can interfere with oral conditions were not included.
Clinical examination and anamnese were performed and mouthrinse
sample was collected from each patient. The sample was plated into
specific culture media for each microorganism and, after incubation
values of cfu/ml were obtained. Isolates were identified by API system.
The prevalence of the species were compared between groups with
sickle cell anemia HU (AnF/HU+) and without HU (AnF/HU-) and
the respective control groups. Antimicrobial susceptibility testings
were performed according to the CLSI methodology. There were no
statistically significant differences counts of staphylococci and
Enterobacteriaceae/Pseudomonas between the groups AnF/HU+ and
AnF/HU- and the respective control groups. Significant differences in
the counts of yeasts were observed between AnF/HU- group and the
respective control, however this result was not observed between




AnF/HU+ and control 1. C. albicans was the specie most prevalent in
all groups. Increased number of non-albicans species was identified in
groups AnF HU+ and AnF/HU- in relation to controls. S. aureus was
the prevalent specie in the AnF groups and S. epidermidis in the
control groups. E. cloacae and P. aeruginosa were more frequently
identified in group AnF/HU+. In the group AnF/HU-, higher
prevalence of E. cloacae, A. baumanii, R. terrigenous and P.
aeruginosa was observed. In control groups, S. liquefaciens, E.
cloacae and K. oxytoca were the most prevalent. Most strains were
susceptible to all antifungal agents. The isolates of staphylococci in
the groups AnF/HU+, control | and control 11 were mostly susceptible
to the tested drugs. The isolates from group AnF/HU- showed lower
susceptibility to amoxicillin, ciprofloxacin and erythromycin,
compared to the other groups. All Enterobacteriaceae/ Pseudomonas
isolates from control group | were resistant to amoxicillin,
doxycycline and tetracycline, and most strains were resistant to
norfloxacin. Almost all the strains from control Il group were
resistant to amoxicillin, doxycycline and tetracycline. Moreover, the
strains from AnF groups showed susceptibility to these drugs, except
for norfloxacin.

Keywords: Sickle cell anemia, opportunistic microorganisms,
antimicrobials.
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