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Resumo- O objetivo foi isolar e identificar Candida spp. na saliva e nas lesdes de candidose orofaringea
em pacientes HIV-positivos. Foram coletadas amostras de saliva de 54 pacientes sem lesdes de candidose
e amostras de lesBes de 7 pacientes com candidose orofaringea, no Instituto de Infectologia Emilio Ribas.
As amostras foram semeadas em 4&gar Sabouraud com cloranfenicol e em meio cromogénico
CHROMagar. Os isolados foram identificados por formacéo de tubo germinativo, microcultivo e API 20C
AUX. Leveduras do género Candida foram encontradas na saliva de 34 pacientes (63%) sem candidose e
20 pacientes (37%) foram negativos para Candida. Entre os pacientes com lesdes de candidose
orofaringea, foram obtidos 75 isolados e entre os pacientes sem lesfes de candidose foram obtidos 232
isolados. Nas amostras identificadas, tanto no grupo de pacientes com candidose orofaringea quanto no
grupo nao lesionados houve maior prevaléncia da espécie de C. albicans em relacdo as demais espécies.
Concluiu-se que entre os pacientes portadores do HIV sem lesdes de candidose bucal, 63% eram

portadores de leveduras e C. albicans foi a espécie mais prevalente nos dois grupos estudados.

Palavras-chave: Candida spp., candidose orofaringea, identificagcdo fenotipica.

Area do Conhecimento: Odontologia.
Introducéo

As leveduras do género Candida sao
responsaveis pela maioria das infecg6es flingicas
em pacientes imunologicamente comprometidos,
tanto pelo uso de imunossupressores como por
fatores préprios do individuo, como idade
avancada e doencas sistémicas, sendo a cavidade
bucal um dos sitios preferenciais para o
desenvolvimento de infeccdo (MARTINS et al.
2005). A candidose orofaringea é a infeccéo
fungica mais comum entre os pacientes infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
apresentando muitas vezes episodios recorrentes,
principalmente quando a contagem dos linfocitos
CD4 encontra-se baixa (MEILLER et al. 2009).

Os derivados azois, particularmente o
fluconazol, sdo efetivos no tratamento de
candidoses em pacientes com imunodeficiéncia
avancada e constitui 0 primeiro passo para tratar
essas infec¢des (PEREA et al. 2002). A resisténcia
de C. albicans e outras espécies do género
Candida aos antifingicos pode ser resultado de
mutacdes ou expressdes de genes (AL MOSAID
et al. 2001). O tratamento com antifingicos
polienos (nistatina e anfotericina B) e clotrimazol
resultam apenas em melhora transitéria da
candidose, sendo muito comum a ocorréncia de
recidivas, principalmente em casos de
imunodeficiéncia. Essas terapias nao erradicam
totalmente o0 microrganismo e recidivas sao

comuns. Em 74% dos pacientes com AIDS ocorre
recolonizacdo com a mesma cepa de Candida
apés 2 meses do tratamento com antifingico
(TEICHERT et al. 2002). Melhores resultados séo
obtidos com antifingicos sistémicos como
cetoconazol, fluconazol e itroconazol. Entretanto, o
uso desses medicamentos provoca efeitos
colaterais e desenvolve resisténcia microbiana
(WILSON E MIA 1993). Esses agentes
antifngicos demonstram efeito mais fungiostéatico
do que fungicida, resultando em uma profilaxia
inadequada (DONNELY et al. 2008).

HAMZA et al. (2008) coletaram amostras
de 292 pacientes infectados pelo HIV com
candidose orofaringea priméaria e recorrente. C.
albicans foi a espécie mais frequentemente
isolada (84,5%), seguida por C. glabrata (6,8%) e
C. Krusei (3,4%). Nao foi observada diferenca
significante na distribuicdo das espécies entre os
pacientes com candidose priméaria e recorrente.
Entretanto, os isolados dos pacientes com
candidose recorrente foram menos sensiveis aos
antifingicos az6is quando comparados aos
isolados das lesdes de candidose primaria.

Embora, C. albicans seja a espécie
predominantemente isolada das lesGes de
candidose, a frequéncia de isolamento das
espécies ndo albicans estd aumentando
progressivamente. MANINDER et al. (2008)
avaliaram a prevaléncia, caracterizacdo e a
suscetibilidade antifingica de espécies de
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Candida spp. na candidose orofaringea em
pacientes HIV e verificaram que dos 100 pacientes
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida, 61 eram portadores de lesBes
orofaringeas por Candida spp. e desse grupo
29,50% eram colonizados por espécies nao
albicans e desse total 22,2% eram resistentes ao
fluconazol. Sendo assim, o objetivo desse trabalho
foi isolar e identificar por testes fenotipicos
leveduras do género Candida da cavidade bucal
de pacientes HIV-positivos.

Metodologia

Foram coletadas amostras de 61
pacientes portadores do HIV com idade superior a
18 anos atendidos no Instituto de Infectologia
Emilio Ribas. Desses pacientes, 7 apresentavam
lesdes de candidose orofaringea e 54 nao tinham
manifestacfes de candidose na cavidade bucal.

A coleta da amostra da lesdo de
candidose foi realizada por meio de um swab
esterilizado imediatamente colocado em tubo de
ensaio contendo solucdo fisioloégica esterilizada
(NaCl 0,85%) e transportado ao Laboratério de
Andlises Clinicas do Instituto de Infectologia Emilio
Ribas, onde as amostras foram semeadas em
agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol
(Difco, Detroit, EUA) e CHROMagar Candida
(CHROMégar, Paris, Franca). As placas foram
incubadas a 37T durante 48 horas. A seguir, as
placas foram transportadas para o Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos/UNESP.

A coleta de amostra de saliva dos
pacientes sem lesdes de candidose foi realizada
por meio de enxagiie bucal com 10 mL de solucdo
fisiologica esterilizada e tamponada com fosfato
(PBS) durante 30 segundos, utilizando coletor
universal estéril e descartavel. As amostras foram
mantidas em gelo e bolsa térmica até serem
levadas ao Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos/UNESP, respeitando-se o periodo
méximo de 3 horas entre a coleta e o
processamento das amostras.

No Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos, as amostras foram centrifugadas a 2300
Xg por 10 minutos, sendo o sobrenadante
descartado. A seguir, o deposito foi ressuspendido
em 2,5 mL de PBS e misturado em agitador de
tubos por 30 segundos, produzindo assim a
suspensdo de concentracdo final. As suspensfes
obtidas foram semeadas em duplicata em placas
de petri contendo agar Sabouraud Dextrose com
cloranfenicol (Difco, Detroit, EUA) e CHROMagar
Candida (CHROMagar, Paris, Franga). As placas
foram incubadas a 37<C durante 48 horas.
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Apés o0 crescimento, as colénias
caracteristicas de leveduras do género Candida
foram semeadas em tubos de ensaio contendo
agar Sabouraud Dextrose Inclinado (Difco, Detroit,
EUA) para isolamento das cepas e obtencéo da
cultura pura. Esses tubos foram incubados a 37C
durante 48 horas.

As culturas puras foram identificadas
fenotipicamente de acordo com as seguintes
provas: formacédo de tubo germinativo, microcultivo
e identificacdo pelo sistema API 20C AUX.

Para realizacdo do tubo germinativo, uma
alcada de cultura pura de 24 horas da levedura foi
adicionada em tubo de ensaio contendo 0,5 mL de
soro estéril de coelho. Os tubos foram incubados
em banho-maria a 37C por duas horas. A
formacdo de tubo germinativo foi observada em
microscopio de luz, colocando-se uma gota da
suspensao entre lamina e laminula por periodo de
até trés horas.

Para a formacdo do microcultivo foi
utilizado o meio Corn Meal Agar (Difco, Detroit,
EUA) adicionado de 1% de tween 80. Para a
execucao da prova, o agar previamente fundido foi
distribuido em l|dminas de vidro colocadas no
interior de placas de Petri esterilizadas. Apoés
solidificagdo do agar, cada cepa de levedura a ser
testada foi semeada em estria Unica na superficie
do meio e foi colocada uma laminula no centro da
[amina. ApOs incubacdo por 48 a 72 horas a
temperatura ambiente, a leitura foi feita em
microscépio Optico, observando-se presenca de
clamidoconideo, leveduras e hifas.

As propriedades bioguimicas de
fermentacdo e assimilacdo de carboidratos foram
avaliadas pelo sistema API 20C AUX (BioMérieux,
Paris, Franca).

Resultados

Foram coletadas amostras de 61
pacientes HIV-positivos, sendo 7 com lesBes de
candidose orofaringea e 54 sem lesbes de
candidose na cavidade bucal. Dos 54 pacientes
sem lesdes de candidose na cavidade bucal, 34
pacientes (63%) apresentaram leveduras de
Candida na cavidade bucal e 20 pacientes (37%)
foram negativos para o género Candida.

Entre os pacientes com lesGes de
candidose orofaringea, foram obtidos 75 isolados
e entre os pacientes sem lesdes de candidose
foram obtidos 232 isolados. Todos os isolados
foram testados quanto a capacidade de formar
tubos germinativos e produzir
hifas/clamidoconideos em  microcultivo. Os
resultados obtidos nestes testes permitiram a
diferenciagdo entre espécies de Candida albicans
e ndo albicans, auxiliando na sele¢do das cepas
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a serem submetidas ao sistema de identificacdo
API 20C AUX.

Até o momento, foram identificados pelo
APl 20C AUX, 12 isolados de Candida dos
pacientes com candidose orofaringea. Entre os
34 pacientes portadores de Candida, foram
identificados 44 isolados.

Na Figura 1 observa-se o percentual de
isolados identificados como C. albicans nos
pacientes com candidose orofaringea e nos
pacientes ndo lesionados. A Figura 2 mostra a
distribuicdio das espécies nao albicans
identificadas.
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Figura 1 - Percentual de isolados identificados
como C. albicans e espécies ndo albicans entre
0os pacientes com candidose orofaringea e os
pacientes sem lesfes de candidose na cavidade
bucal
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Figura 2- Distribuicdo das espécies nao albicans
isoladas da cavidade bucal de pacientes
portadores do HIV.

Discussao

As amostras dos 61 pacientes coletadas
neste trabalho foram semeadas em &gar
Sabouraud Dextrose com cloranfenicol e
CHROMagar Candida. No meio de cultura
CHROMagar Candida, houve crescimento de
colonias verdes, azuis, rosas, roxas e brancas.
Segundo SIVAKUMAR et al. (2009), colbnias
verdes sdo sugestivas de Candida albicans,

B Espécies nao albicans
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colénias azuis acinzentadas de Candida
tropicalis, e colénias rosas de Candida krusei.

Os resultados obtidos no API foram
coerentes com os dados obtidos no CHROMagar
e nos testes de tubo germinativo e microcultivo,
pois a espécie identificada como C. albicans pelo
sistema API, apresentou coldnias verdes e foi
positiva para tubo germinativo e clamidoconideo.
A espécie identificada como C. tropicalis formou
colénias azuis e foi negativa para tubo
germinativo e clamidoconideos e a espécie
identificada com C. glabrata formou colbnias
rosas e beges e foi negativa para o tubo
germinativo e clamidoconideos. Este resultado
esta de acordo com o estudo de GHELARDI et al.
(2007).

Nas amostras identificadas, tanto no
grupo de pacientes com candidose orofaringea
guanto no grupo néo lesionados houve maior
prevaléncia da espécie de C. albicans em relacéo
as demais espécies. Os indices foram
semelhantes entre os grupos: nos lesionados
obtivemos 58,33% de C. albicans e nos néo
lesionados foram 59,52%. Esses dados estédo de
acordo com a literatura. DARWAZEH et al. (2010)
estudaram 149 pacientes saudaveis e sua
colonizacdo pelas leveduras do género Candida.
Os autores relataram que 57,7% dos pacientes
eram portadores das leveduras e desses isolados
52,4% eram C. albicans. LUQUE et al. (2008)
isolaram e identificaram Candida ssp. de 73
pacientes HIV-positivos e a frequéncia de C.
albicans foi de 60,7%.

Em relagcdo as espécies nao albicans
foram identificadas cepas de C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C.
dubliniensis, C. norvegensis, C. lusitaniae e C.
guilliermondii. De acordo com a literatura, C.
norvegensis tem sido causa rara de infeccdo em
seres humanos. Foi isolada pela primeira vez na
Noruega ha 60 anos e o primeiro relatério de
infeccao clinica com esta espécie surgiu em 1990,
num caso de paciente transplantado renal
imunossuprimido em didlise peritoneal continua
(HOOD et al. 1996). C. norvegensis foi
considerada uma espécie ndo albicans de alta
patogenicidade em todos os casos de infec¢éo por
essa espécie da Dinamarca e de relevéancia clinica
em dois de quatro casos no Reino Unido, portanto
NIELSEN E STENDERUP (1996) relataram que
esta espécie deve ser incluida entre as espécies
ndo-albicans capazes de causar sérias infeccoes
em pacientes imunocomprometidos.

Também houve a identificacdo de
Kodamaea ohmeri no grupo de pacientes nao
lesionados. Esta € uma forma de levedura atipica
gque tem sido identificada recentemente como
importante  fator etiolégico de fungemias,
endocardite, celulite e peritonite em pacientes
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imunocomprometidos. Pertencente a familia
Saccharomycetaceae, se reproduz sexuadamente
e € amplamente utilizado na industria de alimentos
para a fermentacdo de frutas, picles e cascas
(SHAABAN et al. 2010; YAMADA et al. 1995). Ha
somente 21 casos relatados na literatura médica
mundial de infeccdo por K. ohmeri e estas sdo
relacionadas a fatores predisponentes como
diabetes mellitus, uso de -cateteres venosos,
neoplasias malignas, transplantes de 6rgdos e uso
de drogas injetaveis (DE BARROS et al. 2009;
BING-HENG et al. 2009; GARCIA-TAPIA et al.
2007; MAHFOUZ et al. 2008).

No grupo de pacientes ndo lesionados
houve a identificacdo de Trichosporon mucoides.
Este € um fungo da familia Trichosporonaceae
encontrado principalmente no solo e na microbiota
da pele humana. Existem poucos relatos de
infeccdes sistémicas por T. mucoides, segundo
LACASSE et. al (2009) quando isso ocorre, esta
levedura geralmente esta associada a doencas
hematolégicas malignas, transplantados e outros
estados patolégicos em que o sistema imunoldgico
humano esteja comprometido (NETTLES et al.
2003).

Em resumo, os resultados deste trabalho
mostram a prevaléncia de espécies de Candida
em pacientes portadores do HIV tanto nos
isolados de candidose orofaringea como nos
isolados de pacientes sem lesBes de candidose.
Culturas mistas foram obtidas em maior
guantidade no grupo de pacientes com candidose
orofaringea em relacdo ao grupo de pacientes
sem candidose bucal e C. albicans foi a espécie
mais prevalente nos grupos estudados.

Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se
que:

» Entre os pacientes portadores do HIV
sem lesbes de candidose bucal, 63%
eram portadores de leveduras;

» C. albicans foi a espécie mais prevalente
tanto nos isolados de candidose
orofaringea como nos isolados de
pacientes sem lesdes de candidose;

 Entre as espécies ndo albicans, foram
encontradas: C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C.
norvegensis, C. lusitaniae, C.
guilliermondii, T. mucoides e K. ohmeri.

*  Culturas mistas foram obtidas em maior
guantidade no grupo de pacientes com
candidose orofaringea em relagdo ao
grupo de pacientes sem candidose bucal.
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