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RESUMO

A prevaléncia d€andida spp. como comensal da cavidade oral pode cheg@%a Entretanto, a
colonizagdo da cavidade oral nem sempre culmir@andidiase bucal, porém pode ser considerada
uma condicdo preliminar para o desenvolvimento @sma. A candidiase bucal é a infeccao
fungica mais comum entre os individuos portadoresHdV, resultado do comprometimento
imunoldgico dos mesmos. Considerando a importaesse tipo de infeccdo em HIV positivos,
propusemos a realizacdo do presente trabalho casagusntes objetivos: determinar a frequéncia
de individuos HIV positivos colonizados pGandida spp., bem como as espécies @andida
isoladas; determinar os principais fatores predisptes para a colonizacéo oral @andida spp.,
relacionar a carga microbiana de colonizacdo camngagem de linfécitos T CD4+, carga viral e
terapia antirretroviral utilizada no momento daeta] determinar a sensibilidade dos isolados de
Candida spp. aos antifungicos fluconazol, itraconazol, s@mazol, anfotericina B e nistatina, pela
metodologia de difusdo de disco e pesquisar asneknas proteinases, fosfolipases, DNAse e
hemolisina nos isolados dgandida spp. No periodo de maio a outubro de 2012 foraratadhs
amostras de saliva de portadores do HIV atendiddd@-UFU e de individuos HIV negativos, as
quais foram semeadas em placas contendo Agar SaitoDextrose e em placas com CHROMagar
Candida e incubadas em estufa bacteriologica a 30°C pbiovas. A identificacdo dos isolados foi
feita pela metodologia classica, utilizacdo de @gamogénico e assimilacdo de fontes de carbono
e nitrogénio, sendo a diferenciacdoQelbicans e C. dubliniensis feita através de PCR. Os testes
de sensibilidade e pesquisa de fatores de virdé&ocam feitos conforme descrito no documento da
CLSI (2009) e na literaturaCandida spp. foram isoladas de 89 dos 147 pacientes esisdad
totalizando 111 isolados, sen@oalbicans a espécie mais freqiiente entre os isolados (67 &%).
contagem média de coldnias foi de 8,8xWEFC/mL. J& no grupo controle 51 das 150 amostas d
saliva foram positivas para géne@andida, obtendo 57 isolados, dos quais 77,2% efam
albicans. A média de UFC/mL foi de 9,8x102. Os fatores mgonentes para colonizacdo bucal
foram uso de antibidticos e protese oral, bem coma baixa contagem de CD4+ e alta carga viral.
O uso combinado de antirretrovirais da classe wibgdores de trancriptase reversa apresentou um
maior efeito protetor para a colonizacdo do queso desses medicamentos associados com
inibidores de protease. Os antifungicos nistatmaconazol e anfotericina B apresentaram o maior
namero de amostras dgandida spp. sensiveis em ambos os grupos, seguidos pelmnézol e
itraconazol. A producéo de fosfolipase foi obseavath 69,3% e 72,6% dos isolados provenientes
do grupo de pacientes e de HIV negativos, respmoewnte. Proteinase foi produzida por 77,5% e

90,7% das espécies Gandida obtidas do grupo de pacientes e de HIV negatiwsnactivamente.



A producdo de hemolisina pelos isolados do grupo HI¥ positivos e nao portadores,

respectivamente, foi igual a 98,2% e 96,5%. DNAsepfoduzida por 27% e 21% dos isolados
proveniente dos pacientes e dos ndo HIV. Por fom excecdo da DNAse, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os isolados dimis grupos de estudo em relacdo as

caracteristicas estudadas.

Palavras-chavesCandida, HIV, colonizac&o bucal, exoenzimas, sensibilidadatifingicos.



ABSTRACT

The prevalence o€andida spp. as commensal of the oral cavity can reach. H&wever, oral
cavity colonization not always culminates in orandidiasis, however it can be considered a
preliminary condition for the development of it. @Drcandidiasis is the most common fungal
infection among individuals with HIV, due the reswf immune deficiency. Considering the
importance of this type of infection in HIV-posiywe proposed to carry out this work with the
following objectives: determine the frequency ofvHpositive individuals colonized bgandida
spp., Candida species isolated; determine the main predispoisiagprs for oral colonization by
Candida spp., to relate the microbial load of colonizatisith the count of lymphocytes TCD4+,
viral load and antiretroviral therapy used at theet of collection; determine the sensitivity of
isolates ofCandida spp. antifungal fluconazole, itraconazole, vorazwie, amphotericin B and
nystatin, by the methodology of disk diffusion asdarch for the exoenzymes proteinases,
phospholipases, hemolysin and DNase in isolate€anflida spp. From May to October 2012
saliva samples from HIV patients attended at Céhldospital - Federal University of Uberlandia
and HIV negative individuals were collected, whigbre seeded onto plates containing Sabouraud
Dextrose Agar and CHROMag&andida plates and incubated in a bacteriological incubato
30°C for 72 hours. The identification of the iselktwas done by classical methodology, using
chromogenic agar and assimilation of carbon souaoesnitrogen, the differentiation betwe€n
dubliniensis and C. albicans was made by PCRCandida spp. were isolated from 89 of the 147
patients studied, a total of 111 isolat€s.albicans the most common species among the isolates
(67.6%). The average colony count was 8.8x10% CRUImthe control group 51 of the 150 saliva
samples were positive f@@andida, obtained 57 isolates, of which 77.2% we&ealbicans. The
average of CFU/mL was 9.8x102. The predisposingofacfor oral colonization were use of
antibiotics and oral prosthesis and a low CD4 +scabunt and high viral load. The combined use
of antiretroviral class of reverse transcriptaskibitors had a greater protective effect on the
colonization than the use of these drugs assocvwatbdorotease inhibitors. The nystatin antifungal,
voriconazole and amphotericin B showed the highastber of samples @andida spp. sensitive

in both groups followed by fluconazole and itracomla. The phospholipase production was
observed in 69.3% and 72.6% of the isolates from d¢houp of patients and HIV negative,
respectively. The production of haemolysin by isedaof HIV positive and non-positive patients,
respectively, was to 98.2% and 96.5%, DNAse wadywred by 27% and 21% of the isolates from
patients and non-patients of HIV. Finally, with teeception of DNAse, there was no statistically
significant difference between isolates from the study groups in the characters studied.



Keywords: Candida, HIV, oral colonization, exoenzymes, sensitivityantifungal drugs.
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1 INTRODUCAO

1.1 HIV/AIDS

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é um reiros pertencente a familRetroviridae,
subfamiliaLentivirinae e tem afinidade pelos receptores presentes nafisigele algumas células
do sistema imune, tais como linfécitos T CD4+, mdfagos e células dendriticas. Esse virus
necessita invadir as células do sistema imune endmno material genético das mesmas para
replicarem. Terminado o processo de replicacaovims recém-formados promovem a lise da
célula infectada, sendo liberados na corrente saeguprontos para invadirem outras células de
defesa e iniciarem o processo de replicagcdo massven (MILLER, 1997).

Em virtude desse processo de replicacdo, obserw@-dadividuo infectado pelo HIV uma
queda progressiva no namero linfocitos T CD4+, fagendo o desenvolvimento de infeccdes
oportunistas, fangicas ou bacterianas, como a d&sdi, criptococose, histoplasmose e
pneumocistose. A instalacdo dessas ou de outrasc@meoportunistas caracteriza o inicio da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (LUQLEt al., 2008; BROOKS et al., 2010;
ESEBELAHIE et a., 2013).

A transmisséo do HIV se da através de relacdo tebesprotegida com parceiro portador do
virus, transfusdo sanguinea, acidente de trabalho sangue infectado, via congénita e uso de
drogas injetaveis (BRASIL, 2013b).

No Brasil, desde 1980, quando se iniciou a epidetai®IDS no mundo, até o fim de 2012,
foram registrados 656.701 casos de AIDS, sendaaada incidéncia em 2011 de 20,2 casos para
cada 100.000 habitantes e a regido sudeste a @sei@ maior concentracdo de casos, 56% do
total (BRASIL, 2013b).

Atualmente ainda ha mais casos da doenca entrernens do que nas mulheres, entretanto
essa proporcao vem diminuindo nos ultimos anogu@gem 1989 eram 6 casos de AIDS entre os
individuos do sexo masculino para 1 caso no sexifeo e em 2011 essa proporcao chegou a 1,7
casos entre os homens para 1 caso entre as mulBE&SIL, 2012).

De acordo com o Ministério da Salde a taxa deatidaide entre os individuos portadores da
AIDS sinaliza queda, visto que em 2002 era 6,3190r000 habitantes, passando para 5,6 em 2011,
0 que significa uma queda de aproximadamente 12¢@eriodo de 9 anos (BRASIL, 201Essa
reducdo deve-se, provavelmente, a introducdo dapieeAntirretroviral de Alta Poténcia (TAAP,
também conhecida como HAART - Highly Active Anti@tiral Therapy) no tratamento da AIDS,
de distribuicdo gratuita pelo Ministério da SaudeBnasil.
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Ha diferencas entre o portador do HIV e o doemeAtDS, sendo que os individuos sao
considerados apenas portadores quando apenas mpossugeccao pelo virus, sendo que, na
maioria das vezes, tém uma vida completamente galijd@m nenhuma doenca. Ja os doentes de
AIDS sao aqueles individuos que estdo na fase fimcéio pelo virus onde se observa o
desenvolvimento de varias infec¢des oportunistagigode do comprometimento imunoldgico do
mesmo, dentre as quais as mais comuns sao: cawgidigtococose, tuberculose disseminada,
neurotoxoplasmose, pneumonia e pneumocistose, @econdicdes como astenia prolongada e

perda de peso progressiva (BRASIL, 2013c).

1.2 Espécies d€andidae microbiota

A colonizagdo das mucosas, como a oral e vagmalias superficies de outros sitios
anatdmicos, inicia-se logo ap0s o nascimento, ertudgé da exposicdo aos microrganismos
presentes tanto no ambiente quanto em outros ls@neEnos. Porém, devido as propriedades fisicas
e bioldgicas particulares de cada sitio anatbnubeerva-se o desenvolvimento de uma microbiota
especifica de cada regido, que geralmente conmiMeaemonia com o individuo (COSTA, 2006).

A cavidade oral € uma das regifes do corpo corrmdaiersidade de microrganismos, sendo
que ja foram identificadas cerca de 500 espéciesedies colonizando a superficie desse sitio
(TAKAHASHI, 2005). Os fungos correspondem a uma pequena porcentagesa decrobiota,
sendo que as leveduras do généandida sdo as mais comuns (LACAZ et al., 2002; LONDERO
et al., 2004).

Na cavidade bucal, as leveduras sdo encontragasy@ior frequéncia no dorso da lingua,
considerado o reservatorio primario, sendo queutesérs como as papilas gustativas e fissura
mediana favorecem o desenvolvimento do furgssas leveduras podem colonizar também, de
forma secundaria, gengiva, dentina, mucosa oralivagSOUZA, 2007).  Candida spp.
compdem a microbiota oral de cerca de 5 a 70% nidisiduos saudaveis, sen@b albicans a
espécie mais comum. Entretanto, j4 foram isoladais e 27 espécies dgandida desse sitio
anatémico (AKPAN; MORGAN, 2002; AKDENIZ et al., 2R0KADIR et al., 2005).

Quando ha um desequilibrio da microbiota local,ooaomprometimento imunolégico ou
ainda uma disfuncdo hormonal associada com a m@sknfatores como: uso de prétese oral ou
aparelho ortoddntico, xerostomia, ingestdo excas$évcarboidratos, dieta hipovitaminica e uso de
antibioticos ou contraceptivos oraGandida spp. pode invadir os tecidos e passar da condigdo d
comensal para patogénica e desencadear desdedmdesgperficiais até processos infecciosos
profundos (FONSECA, 1980).
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1.3 GéneroCandida

Taxonomicamente, o génef@andida pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Ascomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia Samuolycetaceae (DIEZMANN et al., 2004).
Sédo conhecidas mais de 150 espécies pertencemss género, das quais apenas um pequeno
namero desencadeia infec¢gdes no homem (KURTZMANBRBETT, 1998).

As principais espécies de interesse clinicoGaalbicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei, C. glabrata, C. guilliermondii e C. lusitaniae. No entanto, espécies emergentes tém sido
descritas, comcC. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C.
norvegensis e C. inconspicua (LOPEZ et al.,, 2005; PFALLER, 1996; REX et al., 499
WINGARD, 1995). Algumas caracteristicas das priad@spécies estao descritas a sequir.

C. albicans € uma espécie comensal encontrada na cavidadenorato gastrointestinal, no
trato respiratorio superior, na vagina e na urdgamuitos seres humanos saudaveis (ALONSO-
VALLE et al., 2003; COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Eespécie mais frequente em infeccbes
fungicas superficiais e invasivas. A maioria dadados € sensivel a todos os antifungicos de uso
sistémico, entretanto foram descritos casos destémsia adquirida a alguns azodlicos,
principalmente naqueles pacientes expostos a &stescos por um longo intervalo de tempo
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; SANGLLARD et al., 200BFALLER, 1996; WINGARD,
1995).

C. parapsilosis € comumente encontrada colonizando a pele, poddesncadear infeccdes
sistémicas em pacientes com uso prolongado descaistémico e/ou sonda parenteral, devido a
capacidade de reproduzir em solugdes contendosglieproduzir biofilme (CANTON et. al, 2001;
COLOMBO; GUIMARAES, 2003; LEVY et al., 1998; VOS$al., 1999).

C. tropicalis esta presente tanto no ambiente quanto na miceobiohana, e 0 mecanismo de
transmissao é predominantemente enddégeno. Ceré&®%edos pacientes colonizados por esta
espécie desenvolvem infeccdes sistémicas (BARCHESIL, 2000).

C. glabrata € uma levedura importante no ambiente hospita¢ari® a terceira espécie do
género mais frequente em hemoculturas e a espégdasulada, depois d& albicans, da cavidade
oral de individuos HIV positivos (DIEKEMA et al.,002; FERNANDES et al., 2009;
SANGUINETTI et al., 2005). Pesquisas mostram qus, idolados clinicos d€. glabrata, cerca
de 9% apresentam resisténcia ao fluconazol e 37 a 40%rammnazol, aléem de serem menos
susceptiveis a acdo da anfotericina B (DIEKEMA &t 2002; PFALLER et al., 2002;
SANGUINETTI et al., 2005).
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Considerado um patdgeno hospitalar ocasidbdtrusei é responsavel por 2 a 3% dos casos
de candidemia (WINGARD, 2002). Esta associada aimhgos que realizaram transplante de
medula 0ssea, a neutropénicos e ao uso préeviacentizol (IWEN et al, 1995; PFALLER et al.,
2008; WINGARD, 1995). Apresenta sensibilidade rediz anfotericina B, além de ser resistente
intrinsecamente ao fluconazol, porém permaneceeptisel in vitro ao voriconazol e as
equinocandinas (DIEKEMA et al., 2002; HAKKI et &2006; OROZCO et al., 1998).

C. dubliniensis é fenotipicamente semelhanteCaalbicans, porém pode desenvolver mais
facilmente resisténcia aos azois, todavia € memoenta (KIRKPATRICK et al., 1998; NOEL et
al., 2003; PINJOL et al., 1998; SULLIVAN et al.,99. Essa espécie foi relatada pela primeira vez
no Brasil, no estado de S&o Paulo, em 1999 poaiMél al. (1999) em uma amostra proveniente de
um individuo HIV positivo que apresentava candieliasal. Esta relacionada a infeccdes em
pacientes portadores da AIDS, sendo isolada coquéreia da mucosa oral e vaginal desses
individuos, e por isso, acredita-se que ela poder fparte da microbiota desses sitios anatémicos
(NOEL et al., 2003).

C. guilliermondii € uma espécie emergente que esta associada coomauses, podendo
também causar osteomielite e candidemia (TIET4.e1899). Na literatura ha relatos de isolados
com resisténcién vitro & anfotericina B (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

1.4 Fatores predisponentes para a colonizacao pGandidaspp.

Sabe-se que a prevaléncia @andida spp. como comensal da cavidade oral de criancas e
adultos saudaveis varia de 5 a 70% (AKDENIZ et2002; KADIR et al., 2005)Essa extensa
faixa de variacdo pode ser justificada pela técatdzada na coleta do material (swab, bochecho,
saliva pura), pelo meio de cultura utilizado ndaswento desses microrganismos e a forma com
gue os resultados séo analisados (FOTOS; HELLSTEIBR).

A colonizacdo da cavidade oral nem sempre culma&andidiase bucal, porém pode ser
considerada uma condicdo preliminar para o desenvehto da mesma, ja que antes do
surgimento dos sintomas da infeccdo ha uma inteolemizacdo poiCandida spp. (VARGAS;
JOLY, 2002; COLLINS et al., 2011).

A instalacdo da candidiase bucal ocorre quandonmadesequilibrio da microbiota local
associado com a presenca de alguns fatores, deldse imunocomprometimento, uso de
antibioticos de amplo espectro, dieta, uso de pedteal e aparelho ortodéntico, idade, xerostomia,

presenca de tumores malignos e disfuncédo horm@fizDES, 1994).
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A administracdo prolongada de antibioticos, priabigente os de amplo espectro, pode
ocasionar um desequilibrio na microbiota oral amiebr grande parte das bactérias comensais,
permitindo, assim, uma proliferacdo de outros mganismos ali presentes, como as leveduras do
género Candida, ja que a competicdo por nutrientes e sitios denaacdo reduz de forma
significativa e, consequentemente, os nucleos disps aumentarfCISTERNA et al., 2010).

A dieta do individuo também pode influenciar néoozacdo da cavidade oral pGandida
spp., principalmente aquelas que sao ricas em idaabos, jA que 0s agucares, CoOmo a sacarose,
facilitam a adesao das leveduras a mucosa oralefJd, 2004). Esse fato pode ser explicado pela
hipotese de que as bactérias comensais da cavwdademetabolizam o carboidrato ingerido pelo
individuo, tornando o pH bucal mais acido em vigtudos metabdlitos resultantes dessa
degradacéo, o que, consequentemente, favorecas@noento das espécies Gandida (JIN et al.,
2004).

O uso de proétese oral, bem como o de aparelhodémticos, sdo fatores importantes para a
colonizacéo devido aos traumas que podem ocasnm@narucosa, quando nédo adaptadas de forma
correta, e também devido a ma higienizacao locde& traumas podem levar a formacao de lesdes,
que além de servir como porta de entrado do miaresgho nos tecidos, também permite a
formacdo de um meio acido e microaerdfilo que @rvel a proliferagcdo dos fungos, além de
provocar uma alteragcdo no ambiente bucal podendo éeformacao de novos sitios de retencao de
biofilme (URIZAR, 2002; FALCAO et al., 2004).

A idade também pode ser considerada um fator gpedente para a colonizacédo bucal por
espécies deCandida, principalmente no caso de recém nascidos, quenpode tornarem
colonizados em virtude da imaturidade do sistemanotogico e da presenca de uma microbiota
bacteriana pouco complexa (ODDS, 1994; SCHERMA.g2@04).

Um estudo com intuito de avaliar o aleitamento emet como fator protetor para a
colonizacéo bucal paZandida spp. em criangas com menos de 6 meses foi realpadadliner e
Jorge (2003). Verificou-se que no grupo de criangpas recebiam leite materno (n&o usavam
mamadeiras)Candida spp. foi isolada de 34,55% dos individuos ao pgsgono grupo que recebia
outro tipo de leite essa porcentagem foi de 66,88%@ mostra que o aleitamento materno pode
conferir uma protecdo a colonizacdo fgandida spp. ao lactente, visto que esse leite contém
imunoglobulinas e leucdcitos que inibem a ades@as®m, o desenvolvimento dessas leveduras
(SCHERMA et al., 2004; KADIR et al, 2005).
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1.5 Candidiase bucal

De modo geral, a candidiase desenvolve quandoeoeoimteracdo de fatores relacionados
tanto ao hospedeiro quanto ao fungo. Desse maddmgo tem que possuir a habilidade de driblar o
sistema imunoldgico do hospedeiro. Para isso,ddeem ser capazes de crescer a temperatura de
37°C, aderir e colonizar superficies e Orgados edyzmio enzimas (proteases, fosfolipases,
hemolisina) que auxiliam na invasado dos tecidosNREQUES et al., 2006; MOHAN-DAS;
BALLAL, 2008; RAPPLEYE; GLODMAN, 2006; VARTIVARIAN, 1992). A maioria das
infeccdes pofandida spp. envolve a formacédo de uma matriz de pequextasias de leveduras e
pseudo-hifas dispostas em uma estrutura bilatel@hominada biofilme, promovendo maior
resisténcia aos antifungicos. As hifas e pseudslsf® estruturas invasivas expressas nos estagios
iniciais da infeccdo (AQUINO et al., 2005; NUCCIOCOMBO, 2002; PFALLER; DIEKEMA,
2007).

As infec¢cOes po€andida spp. sdo geralmente enddgenas, pois podem regelppliferacéo
ou alteracbes da microbiota humana, determinaddapanes de risco tais como imunossupressao,
administragcdo prolongada de antimicrobianos de a@amgdpectro, cirurgia, prematuridade,
gueimaduras e outros tratamentos prolongados ensimtes, como a quimioterapia, que
comprometem o estado imunologico dos individuossag&scondicbes permitem que esses
microrganismos se comportem como oportunistas, csecapazes de desencadear quadros
infecciosos de alta letalidade (BLUMBERG et al.020KOJIC; DAROUICHE, 2004; PAUW,;
PICAZO, 2008; PEMAN et al., 2002).

A candidiase bucal é considerada a infeccdo fungmatunista mais comum entre 0s
portadores do HIV, sendo que ha uma intensa caoa antes da instalacdo da mesma
(LINARES, 2002). Aproximadamente 90% dos individétl¥ positivos desenvolvem esse tipo de
infeccdo ao menos uma vez durante o curso da AKDIRTING et al., 1999)Essa incidéncia tao
elevada pode ser explicada pelo fato de que agédepelo HIV esta diretamente relacionada com a
alta frequéncia de individuos colonizados por @sgéteCandida, antes mesmo de ser observado
um estado de imunossupressdo importante. Quante g@nprometido estiver o sistema
imunoldgico, mais frequente sera o isolamentdCdedida spp. da cavidade bucal dos portadores
do HIV, sendo que a passagem do individuo do estadwlonizado para a condicdo de infeccéo se
da na presenca da imunossupressao (POWDERLY &88B).

Os portadores do HIV com baixa contagem de linégc€D4+ (<200cel/mm3) tem um risco
mais elevado de serem colonizados e, consequertenuendesenvolver candidiase oral do que

agueles pacientes com contagem de células CD4+iaua850cel/mm?3 (VARGAS; JOLY, 2002).
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A recorréncia desse tipo de infeccdo, assim comsolamento de espécies @andida
colonizando a cavidade oral dos HIV positivos, padmentar a medida que a infeccéo pelo HIV
progride, o que, provavelmente, resulta do maiomprometimento imunologico e do uso
prolongado de antifungicos, que leva a selecacedascresistentes (BARCHIESI et al., 1995; REX
et al., 1995).

1.6 Terapia Antirretroviral

Os antirretrovirais surgiram na década de 198@ kgps a descoberta do HIV, com intuito
de impedir a multiplicacéo do virus no individuedde modo, esses medicamentos ndo destroem o
virus, mas ajudam a evitar o comprometimento dtreg imune aumentando a sobrevida dos
portadores do mesmo (BRASIL, 2013a).

Desde 1996, o Brasil realiza a distribuicdo gratdiesse tipo de medicamento pelo Sistema
Unico de Saude (SUS). Atualmente estdo disponiseis classes de antirretrovirais no Brasil:
inibidores nucleosideos da transcriptase revershjdores ndo nucleosideos da transcriptase
reversa, inibidores de protease, inibidores dayrate, inibidores de fusdo e co-receptores (Brasil,
2013a).

Os inibidores nucleosideos da transcriptase rewalssm na enzima transcriptase reversa,
incorporando-se a cadeia de DNA que o virus arimando-a defeituosa e dessa forma impedindo
a multiplicacdo do virus. Ja os inibidores ndo ensideos da transcriptase reversa bloqueiam
diretamente a acdo da enzima em questdo e consemeste a multiplicagdo do virus. Os
inibidores de protease atuam sobre a enzima peotlEaBllV bloqueando sua acéo, o que resulta na
formacdo de particulas virais ndo infectantes.rsdores de integrase bloqueiam a atividade da
enzima integrase, a qual € responsavel pela irselgdmaterial genético do virus no DNA da
célula CD4+, desse modo, impede a replicacdo ds @rsua capacidade de infectar novas células.
Os inibidores de fusdo impedem a reproducédo da \d@ouimpedir a entrada desses nas células de
defesa. Por fim, os co-receptores se ligam de nredersivel e seletivo no mesmo receptor
presente na membrana da célula T CD4+ que o HINgaedesse modo ao impedir a ligacdo do
virus na célula, evita a fusdo da membrana de ambmssequentemente a replicacdo do virus
(BRASIL, 2013a). Assim, ao impedir a multiplicacdo HIV por qualquer um dos mecanismos
citados anteriormente, observa-se uma reducéo rdga o&al e aumento dos linfocitos T CD4+,
levando ao restabelecimento do sistema imunold@e&dKS et al., 1997).

Os medicamentos das diferentes classes de #matirais ndo sao prescritos isoladamente,

mas sim associados uns com o0s outros, sendo comwassariacdo de dois inibidores da
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transcriptase reversa ou nucleosideos analogosuooimibidor de protease ou a combinacdo de 3
inibidores da transcriptase reversa. Essa assogmsgénite uma reducédo significativa na carga viral
e uma elevacao dos linfocitos CD4+, resultandcedagao da ocorréncia de infec¢des oportunistas,
diminuicdo do numero de internacdes dos paciendesnentando a sobrevida dos mesmos, além de
reduzir em até 60% a taxa de mortalidade dessésnpes (TORRES; BARR, 1997; PALLELA et
al., 1998).

Com a introducado dos antirretrovirais no tratamelatdilV, principalmente dos inibidores de
protease, a ocorréncia de candidiase oral entrinddgiduos HIV positivos reduziu de forma
significativa (KORTING et al., 1999; DIZ DIOS et.aR001). Isso, porque além de normalizar o
sistema imune, como j& foi dito anteriormente, ribidores de protease também atuam sobre a
proteinase produzida p@andida spp., pois essa enzima € da mesma classe da psateln HIV
(KORTING et al., 1999; VARGAS; JOLY, 2002). Tesiesvitro com o objetivo de avaliar a acéo
de diferentes drogas da classe de inibidores degs® sob a acdo da enzima proteinase produzida
por Candida spp., mostraram uma reducéo de 30 a 85% na atevidacnzima em questao, sendo
gue nos experimentos foram utilizadas concentragégsirogas correspondentes aos niveis sericos
dos pacientes que faziam uso dessa classe destatinral (CASSONE et al., 1999; GRUBER et
al., 1999; KORTING et al., 1999).

1.7 Quantificacéo e identificacdo de espécies Gandidaspp.

Um marcador importante para o estado de portadalednfeccdo é a contagem de unidades
formadoras de colbnias (UFC) de leveduras na cdeidaucal. Os individuos que sao apenas
portadores d€andida spp. apresentam uma contagem de colbnias infefi6? /FC/mL, ao passo
que os individuos que tem a infeccdo apresentam aontagem de colbnias superior a 4x103
UFC/mL (FARAH et al., 2000).

A identificacdo correta do agente etiologico dadidilase € de grande valia na escolha do
antifungico mais eficaz e no tempo de administrai@onesmo no tratamento da infeccéo fungica.
Isso, porque nos ultimos anos, apesar de aindtrexisa prevaléncia d€. albicans em infec¢des
fungicas, as espécies nallicans tem sido isoladas com uma frequéncia maior nosscae
candidiase, as quais possuem caracteristicas eocamgnto diferentes frente aos tratamentos
existentes (ALVES et al., 2010).

As espécies d€andida podem ser identificadas através de testes fenosip@nalise da
morfologia e provas bioquimicas, e testes genat$p{t ACAZ et al., 2002). Os testes fenotipicos

classicos incluem a assimilacdo de carboidratogregénio e fermentacdo de carboidratos, e a
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observacdo da macro (colonias) e micromorfologiav@ do tubo germinativo e microcultivo) dos
isolados (LACAZ et al., 2002).

Em relacdo aos métodos de tipagem molecularestqusitlo utilizados, destacam-se os que
avaliam DNA fingerprinting, a eletroforese de enzima multilocus (MLEE), dfpegem
eletroforética (EK), DNA polimorfico amplificado axaso (RAPD), polimorfismo de tamanho dos
fragmentos de restricdo (RFLP) com e sem hibridag&@analise com enzima de restricdo (REA)
(BACELO et al., 2010).

Em virtude do aumento no numero de infeccOes dasleadas pdfandida spp. nos ultimos
anos e da gravidade dessas, varios meios difergneiamecanismos automatizados foram
desenvolvidos com intuito de permitir uma idenéifi@o mais rapida desses isolados fungicos. Os
meios diferenciais possuem substancias indicadsuaspermitem a identificagcdo presuntiva dos
isolados, sendo 0s mais comuns, 0S Meios CromagErmomo o CHROMag%rCandida (Paris,
Franca), cujo principio se baseia na formacdo dén@s de diferentes cores, resultado da
degradac&o do substrato cromogénico por uma erespecifica (FREYDIERE; GUINET, 1997).
Esse meio de cultura permite a identificagcdo piegunde C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. glabrata e C. krusei (HOPPE; FREY, 1999; OODS; DAVIDSON, 2000). J& os
meétodos automatizados, como o Auxacolor 2® (Bio;Radnca), baseiam-se na assimilacdo e
fermentacdo bioquimica e a leitura pode ser festaun aparelho especifico, o que permite uma
leitura com menores chances de erro e a realizig@ion maior nUmero de leituras em um pequeno
intervalo de tempo (FREYDIERE; GUINET, 1997).

Os testes moleculares séo importantes para difieggio do complex@. parapsilosis, e C.
albicans de C. dubliniensis que, fenotipicamente, sdo muito semelhantes. Essaselhancas
morfologicas e bioquimicas fizeram com que muitmdados identificados inicialmente corio
albicans, apds serem submetidos a testes moleculares dipiens especificos, fossem
reclassificados (SULLIVAN; COLEMAN, 1998; JABRA-RKet al., 2000).

A diferenciacdo entr€. albicans e C. dubliniensis € importante visto qu€. dubliniensis
desenvolve de forma mais rapida resisténcia amrilagol, muito utilizado no tratamento das
candidiases, e € um importante agente etiol6giaaddidiase bucal em portadores do HIV, sendo
a reincidéncia da infeccdo muito comum quando adeskada po€. dubliniensis (SCHORLING
et al., 2000). Em virtude da relevancia dessa éspmirCandida muitos pesquisadores visam o0
desenvolvimento e a padronizacédo de testes paeendiacdo das duas espécies em questdo, os
quais sejam de facil execucdo e de baixo custo (®@AVIDSON, 2000; AL MOSAID et al.,
2003).
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1.8 Antifungicos e teste de sensibilidade

As drogas com ac¢do antifungica utilizadas no trateamde infeccées podem ser classificadas
de acordo com o modo como atuam sobre as célulgechis (REX et al., 1994; REX et al., 2011).
Os antifungicos mais utilizados pertencem a claks® polienos, como a anfotericina B, dos
nucleosideos analogos, como a 5-fluorocitosinaseaddis, como o fluconazol e itraconazol, e no
inicio da década de 1990 surgiram as equinocandinasutros azoéis de terceira geracao
(ANDRIOLE, 1999).

A anfotericina B e a nistatina atuam na membramhalazedo microrganismo, combinam-se
com os esterdis da membrana e interferem na sumepbilidade. Isto resulta em instabilidade
osmotica, perda de componentes citoplasmaticoss itaconsequente morte do microrganismo
(ACUNA, 2008).

Os azbis constituem o maior grupo de antifUngiciepathiveis comercialmente. Possuem
largo espectro de acdo antifungica, inibindo a dddese do ergosterol, através da inibicdo da
enzima l4e-demetilase do citocromo P-450, o qual é respohgila demetilacdo do lanosterol
(ANDRIOLE, 1999). Fluconazol, itraconazol e vorieaol sdo alguns exemplos dessa classe de
antifingicos.

As equinocandinas sdo uma classe especial deragitis que atuam inibindo a sintesede
(1,3)-D-glucano, um componente da parede celularv@ltas espécies fungicas patogénicas,
provocando alteracdes estruturais (instabilidadedtisa) que resultam na lise das células (REX et
al., 1994). A caspofungina € o representante mamhecido das equinocandinas. A B;B-
glucana nédo é encontrada nas células dos mamifeypssso apresenta baixa toxicidade sobre as
células humanas (LUMBRERAS et al., 2003).

A resisténcia ao tratamento depende da interagé® @sistema imune do hospedeiro, agente
antifngico e microrganismo, sendo que os fatakxionados com o hospedeiro sdo considerados
0S mais importantes para o surgimento de resist§MARR et al., 2000; NUCCI et al., 2002;
SILVA et al., 2002).

Fluconazol e itraconazol sdo os azo6is mais utitizatb tratamento e profilaxia (no caso dos
pacientes com risco elevado de desenvolver infecgmsocomiais, como 0s neoplasicos) de
micoses invasivas (BURGESS et al., 2000).

A escolha de uma terapia antifangica apropriada éaw consideracao critérios como o estado
imunoldgico do hospedeiro, o sitio da infeccdospéeie fungica envolvida e a sensibilidade as
diferentes drogas (LOEFFLER; STEVENS, 2003). Rslate resisténcia aos agentes antiflingicos

foram raros até os finais da década de 1980, ramentlevido a ampla utilizacdo de derivados
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azélicos, como o fluconazol, tem-se observado aeapaento de resisténcia a essa classe de
drogas. Além disso, o0 aumento do numero de infeccaasadas por espécies aflmeans, que
apresentam sensibilidade variavel aos antifungicaspno é o caso deC. krusei, que é
intrinsecamente resistente ao fluconazol, tem dmritto para a maior atencdo com que o assunto
tem sido tratado (GUINEA et al., 2006; ALEXANDERadt, 2007; MOTTA et al., 2010).

Nos ultimos anos tem sido relatado, em menor owmiatensidade, o isolamento de espécies
de leveduras com baixa sensibilidade ou resisténciatro e in vivo a alguns antifingicos. A
resisténciain vivo pode resultar de uma concentracdo reduzida ddUmagito devido a sua
interacdo com outros farmacos ou ao enfraquecimemtcnesmo supressdo da acdo do sistema
imune do individuo. A resisténcia vitro pode ser secundaria, onde espécies susceptigised
resisténcia, em virtude de uma sele¢do ocasionaldacpntato prévio com o agente antifingico
(NUCCI et al., 2002; SILVA et al., 2002).

Os principais mecanismos descritos para explio@sisténcia desenvolvida pelas leveduras
do géneroCandida sao: alteragdo na parede celular e membrana, ifjoeltd a penetracdo do
antifingico; bomba de efluxo, que promove a remalgiantifingico da célula; mutagédo dos alvos
dos antifungicos, diminuindo sua afinidade paraigacho; ativacdo de vias alternativas que
aumentam o metabolismo dos antifungicos; captusaamhdifGngicos em organelas semelhantes a
vacuolos e alteragdo cromossdmica (EGGIMANN e8i03).

O surgimento de isolados resistentes, a dispoddnie de novas drogas e as falhas na
quimioterapia das infec¢des fungicas invasivasmeséiram o desenvolvimento de métodos para a
investigacdo da sensibilidadie vitro aos antifungicos (ARIKAN, 2007; SANGLARD e ODDS,
2002). No entanto, por ser um procedimento relaterste novo, a padronizagdo da metodologia e
0s critérios de interpretacéo dos resultados dsiedi@ vitro ainda requerem analise cuidadosa por
parte de pesquisadores e clinicos. O National Cteenifor Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), atual Clinical Laboratory Standards Inggt (CLSI), propds a primeira norma de
padronizacdo para a execucao do antifungigrama 882, 1sendo que a uniformizacdo da
metodologia ocorreu somente em 2002, quando foraadas os documentos M27-A2 e M38-A2,
descrevendo as metodologias de referéncia paraigheaos testes de sensibilidade de fungos
leveduriformes e filamentosos, respectivamente (N&Q@997; CLSI, 2009).

Nesses documentos foram definidos parametros fla@ia, como: tamanho do indculo,
formulacdo do meio, tempo e temperatura de incubagéitérios de determinacdo dos pontos de
corte, que quando nao seguidos, podem interferiortiea significativa nos resultados dos testes de

sensibilidade. Além disso, os fatores ligados aspldeiro podem ter mais impacto sobre o
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comportamento da infeccdo do que o resultado dhaesa da sensibilidade (ARIKAN, 2007;
ESPINEL-INGROFF, 1998; ESPINEL-INGROFF et al., 205

Os métodos de referéncia mais atuais propostos Qle®l sdo microdiluicdo e difusdo do
disco (CLSI, 2009). O método de microdiluicdo étafoso, quando comparado ao metodo anterior
que era denominado macrodiluicdo e utilizava tubgsandes quantidades de meio de cultura. O
método de microdiluicdo utiliza microplacas e peguguantidade de antifiungicos e meios de
cultura, sendo o ponto de corte de leitura definidbwal ou com auxilio de espectrofotdmetro.
Porém é requerido um tempo de incubacdo final dehet@s, o qual € considerado elevado,
principalmente para pacientes graves que necesgagdmtamento imediato.

O método de disco difusdo, por sua vez, apresente c/antagens a facil realizacdo e a
similaridade com o antibiograma de rotina (realizgdra bactérias), inclusive utilizando-se como
meio de cultura basico o agar Mueller-Hinton. Ggdos de interpretacdo e padronizacdo foram
definidos inicialmente somente para o fluconazee2005 foram propostos pontos de corte para o
voriconazol (PFALLER et al., 2005; CLSI, 2009).

Entretanto, em ambas as metodologias, algumasiesmiCandida, quando testadas frente
aos derivados azolicos, podem apresentar um crestwnmesidual em todas as concentracfes da
droga utilizada, fendbmeno este denominado “trdiliftjrailing growth”) (ARTHINGTON-
SKAGGS et al., 2000), o qual pode comprometer semde a leitura do antifungigrama e,
consequentemente resultar em uma interpretacéoeardos resultados (GIRMENIA et al., 2000).
Alguns pesquisadores atribuiram esse efeito ‘tgiilid acdo fungistatica dos azolicos, parecido
com o fenbmeno de crescimento residual ja conhemitdactérias testadas frente as sulfonamidas
(REVANKAR et al., 1998). Com intuito de reduzir essfeito, algumas alteragcbes na metodologia
do CLSI foram propostas, dentre as quais se incleemariacdo do pH, tempo de incubacéo,
tamponamento do meio, adicdo de glicose ao mezmpd de leitura associado com um critério de
ponto de corte (MARR et al., 1999).

1.9 Fatores de patogenicidade: produgéo de exoenam

A capacidade que um microrganismo tem de desencad®aprocesso infeccioso €
denominada de patogenicidade e a instalacdo odess® processo depende da interacdo parasito-
hospedeiro. Desse modo, a viruléncia de um micnisga ndo esta relacionada apenas com ele,
mas também com o hospedeiro e com a relacdo que ped estabelecida entre eles
(CASADEVALL; PIROFSKI, 2001).
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Devido a importancia clinica da candidiase, esuém sido desenvolvidos com intuito de
compreender os mecanismos de patogenicidade, fidantio os fatores de patogenicidade das
espécies d€andida (NAGLIK et al., 2003). E de grande valia caracaria viruléncia dos isolados
fungicos, como leveduras do gén&andida, pois assim ndo sé é possivel entender as dif@senc
na forma com que a doenca se apresenta na climeageavidade do processo infeccioso, como
também estabelecer critérios para a escolha daideaatifingica mais apropriada para cada caso
(BRANCO et al., 2012).

Dentre as propriedades das espécie€atelida, chamadas de fatores de viruléncia, estéo:
adesdo a superficie dos tecidos, formacdo de tudrmniggativo, variabilidade fenotipica,
variabilidade genotipica, producdo de toxinas enesz extracelulares hidroliticas, que constituem
fatores importantes no desencadeamento e manutetgdmfeccdo. As principais enzimas
hidroliticas produzidas séo as proteinases e &slifimses. A atividade hemolitica também é citada
por alguns autores como importante para a virgrassim como a propriedade de multiplicacao
em temperaturas mais altas, como 39°C e 42°C (GISGMIDZINSKI, 2010).

A producdo de fatores de viruléncia pelo microrgamu facilita a invasdo dos tecidos do
hospedeiro e a evasdo de seus mecanismos de défesadicios de que as enzimas hidroliticas
atacam células e moléculas do sistema imune commafale resistir & acdo antimicrobiana
(SCHALLER et al., 2005).

As enzimas hidroliticas extracelulares, como pnaiee e fosfolipase, sdo consideradas
importantes fatores de viruléncia das espécigSatidida (NAGLIK et al., 2003). Entretanto, essas
enzimas que fazem parte do metabolismo do fungassésoconsideradas fatores de viruléncia
qguando a levedura é capaz de utilizar essa pr@aiéetioquimica durante o processo infeccioso
(KUROGAWA, 1998; NAGLIK et al., 2004).

A enzima proteinase atua na instalacdo e sobresivéha levedura, e na capacidade de
driblar o sistema imunoldgico do hospedeiro, quedwavarias proteinas importantes como
imunoglobulinas e citocinas (D’ECA JUNIOR et alQ12; MANE et al.,, 2011; SARDI et al.,
2013). A proteinase confere a levedura, ndo sopacidade de degradar queratina, colageno,
albumina, fibronectina, hemoglobina, proteinas datrim extracelular e cadeia pesada de
imunoglobulinas, como ainda a capacidade de aglei@struir as células do hospedeiro (PICHOVA
et al., 2001). Atualmente sédo conhecidas quatastige proteinases: serinas, cisteinas, asparticas e
metaloproteinases (NAGLIK et al., 2004, COSTA, 2008 producdo dessa enzima ocorre
principalmente entC. albicans seguida deC. tropicalis, mas também ja foi observada em alguns

isolados deC. parapsilosis, C. lusitaniae, C. rugosa e C. lipolytica (HOEGL et al., 1996).
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A enzima fosfolipase tem a capacidade de hidroliséster ligado aos glicerofosfolipidios.
Séao conhecidos quatro tipos de fosfolipases, deramtas A, B, C, D, que diferem entre si quanto
ao tipo da ligacéo éster que hidrolisam na molédeldosfolipidio. A enzima em questdo causa
danos teciduais nas células hospedeiras e promdieracdo de lipidios através da lise de
membranas celulares (D’ECA JUNIOR et al., 2011; MABL al., 2011; SARDI et al., 2013). A
atividade elevada de fosfolipase esta diretameagéeld ao alto grau de viruléncia, aumento da
capacidade de adesédo da levedura as células dedeorspe elevada porcentagem de mortalidade
dos modelos de estudovivo (IVANOVSKA, 2003).

A atividade hemolitica contribui de forma signifiZa para a viruléncia das espécies de
Candida facilitando a instalacdo de um processo infecc(629/ERO et al., 2013). Essa atividade
é dita como a capacidade que a levedura tem emudezst hemacias para a obtencéo do ferro, o
qual facilita a invaséo das hifas e, consequentmandisseminacédo da candidiase (FAVERO et
al., 2013). A hemoglobina € importante para o soale diferenciacdo da levedura e desencadear
a infeccado (FAVERO et al., 2013; PENDRAK et al.03) A levedura produz hemolisinas, que
compreendem dois tipos de hemolise: hemolise intampu parcial e hemolise completa ou total
(FAVERO et al., 2013; GIOLO e SVIDZINSKI, 2010; LU& al., 2001). Estudos mostram dtie
albicans possui maior capacidade hemolitica que outras Espécomo C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondii e C. kruset (FRANCA et al., 2010; GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010; RORIG et al 2009).C. tropicalis apresenta uma capacidade significativa de
adeséao ao epitélio, de formar biofilmes e de esareatividade hemolitica (NEGRI et al., 2010).

A atividade extracelular de DNAse (desoxirribonaske) foi descrita para isolados de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, e discute-se o real envolvimento desta enzima na
viruléncia. O fato de que isolados clinicosGleneoformans apresentam atividade de DNAse mais
acentuada do que a demonstrada por isolados amibBidetn sugerido que essa enzima pode
contribuir com a viruléncia, degradando DNA do temgro (SANCHEZ; COLOM, 2010). Na
literatura ndo foram encontrados estudos relatarattvidade DNAse em isolados @andida spp.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A literatura brasileira ndo possui muittedos acerca da epidemiologia, microbiologia e
perfil de sensibilidade dos isolados de candidfaseal em pacientes imunocomprometidos. A
partir dos dados apresentados e da importancia deadisar o perfil dos isolamentos de espécies de
Candida que colonizam a cavidade bucal de pacientes modadio HIV, e determinar a frequéncia
das diferentes espécies em Uberlandia e regiagyrégosto este trabalho com a finalidade de
estudar os isolados clinicos de espécie€atelida da cavidade bucal de pacientes soropositivos

para o HIV atendidos no Hospital de Clinicas davgrsidade Federal de Uberlandia.

Os objetivos do presente estudo foram:
1) Determinar a frequéncia de individuos HIV posisvalonizados po€andida spp., bem como
as espécies deandida isoladas nestes pacientes;
2) Relacionar a carga microbiana de colonizacdo coontagem de linfécitos T CD4+, carga viral
e terapia antirretroviral utilizada no momento dketa, no caso dos portadores do HIV;
3) Determinar os principais fatores predisponentea aaolonizacao oral p&@andida spp.;
4) Determinar a sensibilidade dos isolados @andida spp. aos antifungicos fluconazol,
itraconazol, voriconazol, anfotericina B e nistafipela metodologia de difusao de disco;
5) Pesquisar as exoenzimas proteinases, fosfolip@d&sse e hemolisina nos isolados Candida

Spp.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Tipo do estudo

O presente estudo foi classificado como transVeusna vez que verificou a ocorréncia de
isolados deCandida spp. em um Unico momento, sem ter ocorrido acohgaanto dos pacientes

apos a coleta das amostras de saliva.

3.2 Sujeitos da pesquisa

Foram constituidos dois grupos de estudo, apoOssiaafisra do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo Il), sendo um grupo costp por 147 pacientes portadores do HIV,
atendido no Ambulatério do Hospital das Clinicasitaversidade Federal de Uberlandia (UFU)
gue relataram néo apresentar nenhum tipo de leséa ho momento da coleta, e outro grupo
(denominado grupo de HIV negativos) constituido pb0 individuos ndo portadores do HIV,

pertecentes a comunidade UFU, que relataram n&wniptssédo bucal no momento da coleta.

3.3 Coleta das amostras

No periodo de maio a outubro de 2012 foram colstadaostras de saliva dos dois grupos
de estudo. A amostra de saliva dos pacientes poesdio HIV foi coletada durante as consultas de
rotina dos mesmos no setor de Moléstias Infecciagapasso que as amostras do grupo controle
foram coletadas no local de trabalho dos mesmosaso dos profissionais, e durante o intervalo
das aulas, no caso dos estudantes. Todas as aruessaliva foram coletadas no periodo da tarde,
sempre apds as 13 horas, horério do atendimentaolatobial dos pacientes HIV positivos. Os
individuos tinham cerca de 5 a 10 minutos paraza@m a coleta das amostras de saliva.

Em ambos os casos os individuos foram convidag@stecipar da pesquisa e receberam as
orientacbes pertinentes ao estudo e, apods assindwrTermo de Consentimento Livre e
Esclarecido, os individuos foram instruidos a eoleerca de 2 mL de saliva ndo estimulada em
frascos (12x100mm) esterilizados.

ApoOs a coleta da saliva, os participantes da psaquieencheram, por meio de entrevista,
uma ficha epidemiolégica (Anexo 3) contendo dadasahraficos, epidemioldgicos e clinicos. No
caso dos pacientes, alguns dados referentes @&aclfaram obtidos através da consulta aos
prontuarios. Foram coletados dados como: idadep, skeabito de fumar, ingestdo de bebida

alcodlica, histdrico de candidiase bucal, uso adgege oral, uso de antifingicos e antibidticos até
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30 e 7 dias, respectivamente, antes da coleta datente saliva, para os individuos de ambos os
grupos de pesquisa; esquema antirretroviral utitizavalores de CD4+ e carga viral, apenas para o
grupo de HIV positivos.

Os individuos incluidos no estudo, pertencentds t@m grupo de pacientes quanto ao grupo
controle, foram subdivididos em dois grupos de @@@om os resultados da cultura da amostra de
saliva, em colonizados e nao colonizados. No praongiupo foram incluidos todos os individuos
gque apresentaram o crescimento de pelo menos UfraacdeCandida spp. nos meios de cultura.
No grupo de néo colonizados foram incluidos todssimmlividuos com cultura negativa para

espécies d€andida.

3.4 Processamento das amostras e quantificacao dagonias

Apoés a coleta, o material foi levado para o laklibratdo Curso Técnico em Andlises Clinicas
da Escola Técnica de Saude da Universidade FederdUberlandia (ESTES-UFU) para ser
processado, sob orientacdo do professor ReginasgdGdntos Pedroso, coordenador do curso em
guestao.

Em cabine de fluxo laminar, nivel 1, classe 2,akva de cada sujeito da pesquisa foi
homogeneizada com pérolas de vidro até a obtengdomd suspensdo uniforme e, em seguida,
foram feitas diluicdes decimais seriadas (1 10°) em solucdo salina (0,9%) esterilizada.
Aliguotas de 10 ul da saliva pura e das diluicteanh semeadas com alca de platina calibrada em
placas contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (&iditA) adicionado de cloranfenicol, e em
placas com Agar Cromogénico (Conda, Espanha). Asapl foram incubadas em estufa
bacteriologica a 30°C por 72 horas, acompanhandorescimento de col6nias diariamente,
conforme mostrado na Figura 1.

As colbnias com morfologia semelhante em ambos @ssrforam contadas e o resultado
expresso em unidades formadoras de colonias pditnmitle saliva (UFC/mL). Foi considerada
para contagem das colbnias a placa em que foi wdmb®ro crescimento do maior numero de

colonias.
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Figura 1: Fluxograma do processo de isolamento e quantiftcaca
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3.5 ldentificacéo dos isolados

Apb6s repique das culturas positivas em agar cronmiogépara confirmar a pureza dos
isolados, foram selecionados para repiques em tabos ASD, e posterior identificacdo, as
colénias com aspecto macromorfolégico compativeh aguele apresentado por leveduras do
géneroCandida no meio Cromogénico, sendo esse: colonias comagiorverde, azul, roxa e rosa,
com superficie e bordas lisas e seéascolonias individuais de cada amostra foram ifleatlas
em nivel de espécie com base na producéo de tubongéivo em soro humano, micromorfologia
em agar fuba acrescido tiseen 80 e assimilagdo de carboidratos (LACAZ et al., 208 pelo
sistema Auxacolor 2® (Bio-Rad, Franca).
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3.5.1 Formacéo de tubo germinativo

A partir de cultura de 24 horas em ASD das levedlisaladas, foram feitas suspensodes,
separadamente, em tubos contendo 500 pl de soreeBuomda as suspensdes foram incubadas em
banho maria a 37°C por 2 horas. Posteriormentg] i@ cada in6culo foram colocados em lamina,
recoberto com laminula, e observado no microscOpiico para identificar a presenca de tubo
germinativo, caracteristico @& albicans (LACAZ; PORTO; MARTINS 1991).

3.5.2 Microcultivo em agar fuba

O &gar fuba acrescido deeen 80 (Apéndice) foi fundido em micro-ondas e, apdsgat
temperatura aproximada de 50°C, cerca de 3 mL do fimedepositado em lamina esterilizada que
estava contida em uma placa de Petri (90x15mm)béamesterilizada. Apos a solidificacdo do
meio, foram feitas trés estrias horizontais na gigie do agar com alca descartavel contendo
pequena quantidade da amostra de levedura, oldidallira de 24 horas em meio ASD acrescido
de cloranfenicol. As estrias foram recobertas camithula e o material incubado em camara umida,
a temperatura ambiente por 5 dias. Decorrido ess®dw, as laminas foram examinadas no
microscopio optico (aumento de 100 e 400x) comitmtde observar estruturas como: células
leveduriformes, hifas, pseudo-hifas, blastoconid@s clamidoconidios (LACAZ; PORTO;
MARTINS 1991).

3.5.3 Assimilacéo de fontes de carbono e nitrogéfiaxanograma)

A patrtir de cultura de 24 horas em meio ASD, fonameparados 4 mL de suspensao de
leveduras em tubos contendo agua destilada extelidlj cuja turvacao foi ajustada por comparacao
visual, sendo equivalente ao tubo 2 da escala deaNend (1x18a 5x1¢ UFC/mL). Em seguida,

0 meio isento de fontes de carbono (meio C — Améndoi fundido em micro-ondas e vertido em
placas de Petri esterilizadas (150x15mm), sendnoa@ido a esse cerca de 2 mL da suspenséao feita
anteriormente e homogeneizada. Apos a solidificaigdmeio, aliquotas com aproximadamente 15
mg de diferentes carboidratos foram depositadapa@mos equidistantes marcados anteriormente
na parte externa da base das placas. Os carbasidraliaados foram: glicose, galactose, xilose,
arabinose, lactose, maltose, melibiose, rafincamjnose, sacarose, trealose, celobiose (LACAZ;
PORTO; MARTINS 1991).
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Para assimilacdo de fontes de nitrogénio, o mei@Apéndice) também foi fundido em
micro-ondas e vertido em placas de Petri estedadza90x15mm), sendo que, apds atingir
temperatura de aproximadamente 50°C, foi adiciomadoutros 2 mL restantes da suspensao de
leveduras feita anteriormente e homogeneizado. Apsadlidificacdo, cerca de 15 mg de das duas
fontes de nitrogénio utilizadas (peptona e nitrd® potassio) foram depositados em pontos
equidistantes, como foi feito para as placas dendagéo de carboidratos.

ApoOs a aplicacéo das fontes de carboidrato ougdimo, as placas foram incubadas a 30°C
por 24-48 horas, sendo realizada a leitura daspldiariamente (LACAZ, 1991).

Os testes de assimilacdo de fontes de carbonaagémio foram considerados positivos
guando se observou a formagéo de um halo de creisimmam volta do ponto onde foi depositado o
carboidrato ou nitrato de potassio. Os testes focamsiderados negativos quando ndo houve

formacdao de halo de crescimento.

3.5.4 Diferenciacéo de C. albicans e C. dubliniensi

As amostras identificadas coro albicansforam submetidas a testes moleculares pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para confiona@ espécie ou identificacao Ce
dubliniensis. O DNA utilizado nas reacdes foi obtido a paréruima suspensao em 50 ul de agua
destilada esterilizada, utilizando as colonias goesceram em 24 horas de cultivo (LUO;
MITCHELL, 2002). Utilizou-se para realizacdo da P@Rnersespecificos par@. albicans:
(3TTT ATC AAC TTG TCA CAC CAG A5, 5'ATC CCG CCT AT CAC TAC CG3) €C.
dubliniesis: (3'AAA TGG GTT TGG TGC CAA ATT A5, 5'GTT GGC ATGGC AAT AGC TCT
A3'), de acordo com Estrada-Barraza et al. (2011).

Para um volume de 25 pl de PCR, foram utilizadasegsiintes quantidades de reagentes:
2,5 pl de tampéo, 0,75 pl de cloreto de magneésip, |2 de dNTPs, 1,5 pl de cada um
dosprimers (verso e reverso), 0,25 ul da enzima Tag-polimeflaseéwing Biotec, Brasil), 2 ul da
suspensao de cada amostra e 14 pl de agua MikQlieada. O termociclador (Biocycler, EUA)
foi programado da seguinte forma: um ciclo ini@dam temperatura de 95°C, com duracédo de 5
minutos, 38 ciclos com temperatura de 942C poreffursdos, seguido de temperatura de 54°C
também por 30 segundos e 72°C por 30 segundodijnpoum ciclo com temperatura de 72°C
durante 10 minutos, com estabilizacao da temperaiur4°C.

Terminada a PCR, foi feita uma eletroforese entdgehgarose a 0,8% adicionado de 1,5 pl
do corante Easygen, com corrente elétrica de 9@fmpo de corrida em torno de 40 minutos. O
tampéao de corrida utilizado foi o TBE (0,89 M TBsase, 0,89 M acido bdérico, 20mM EDTA, pH
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igual a 8,0). Para a corrida do gel foi utilizadpl=o produto da PCR e 5 ul do corante loading (1
u de corante Buffer — Invitrogen Life, EUA; 4 u @gua ultra pura para biologia molecular — Pht),
o qual permite o acompanhamento da corrida a olha rpossibilita que o produto de PCR
permaneca no poc¢o do gel. Além disso, no primedgppe cada gel foi colocado um marcador de
peso molecular (Ladder 100 pb, Ludwig Biotec, Byasierca de 40 minutos ap6s o inicio da
corrida o aparelho foi desligado, quando o cor@gnteavia percorrido cerca de 2/3 do gel ou mais.
Em seguida, os produtos foram visualizados em ansiluminador de luz ultravioleta UV (Loccus
biotecnologia, Brasil).

C. albicansapresentaram bandas de tamanho igual a 273 pbuarog.
dubliniensis apresentaram bandas de tamanho igual a 816 pbREIA-BARRAZA et al., 2011).

Como controle positivo de cada espécie, foram zatlias as cepas: aftlida
albicans ATCC-90028 (gentilmente cedidas pela Profa. DregiRa Célia Candido, FCFRP-USP,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil),Gandida dubliniensis INCQS 40172 (gentilmente cedida pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, INGE3CRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

3.6 Armazenamento das amostras

As amostras foram armazenadas em caldo BHI-glicarcR0°C, e em agua destilada
esterilizada, mantidas a temperatura ambiente xParienentos foram realizados apés ativacéo das
amostras em ASD acrescido de cloranfenicol, e iacéb de 24 a 48 horas em temperatura de
35°C.

3.7 Determinacgdo da sensibilidade as drogas antifgicas

A determinacédo da sensibilidade dos isolado€a®lida spp. aos antifungicos foi feita pela
metodologia de disco-difusdo em agar, realizaddocore descrita no documento M44-A2 (CLSI,
2009).

Para avaliacdo da sensibilidade aos antifungicanfautilizados os discos dos antifungicos
fluconazol, itraconazol, anfotericina B, nistat{i@@econ, Brasil) e voriconazol (Bio Rad, Brasil)equ
foram mantidos armazenados em geladeira a 4°C.

O meio de cultura utilizado para execuc¢do dossatesensibilidade foi o agar Mueller-Hinton
(Isofar, Brasil) suplementado com 2% de glicosefélis Brasil) e 0,5ug/mL de azul de metileno

(Merck, Brasil), pH 7,2-7,4. O meio foi preparaskgundo a recomendacao descrita no documento
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M44-A2 do CLSI (2009), dispensado em placas dei P@dx10mm) e armazenado lacrado em
geladeira a temperatura de 4°C por até 10 dias.

A partir da cultura de cada amostra@andida spp. em placas contendo ASD, incubadas a
temperatura de 35-37°C por 24 horas, foram suspaseo col6nias em 5 mL de salina (0,9%)
esterilizada. A turbidez da suspenséo foi ajustlacordo com a escala 0,5 de McFarland (10
UFC/mL), por comparagao visual.

Antes da realizacéo dos testes, os frascos contendiscos de antifungicos foram retirados da
geladeira e mantidos por 30 minutos a temperatmtziesmte. Um swab esterilizado foi introduzido
na suspensao de leveduras, embebendo pesadamébtasage algodao e pressionado firmemente
contra as paredes do tubo de ensaio, a fim daretiexcesso. A inoculacdo na superficie do agar
Mueller-Hinton foi feita pela técnica de esgotanoesin estria, com rotacdo da placa em angulos de
60° por seis vezes. Em seguida, os discos contesdmtifungicos foram distribuidos de forma
equidistante com auxilio de uma pinca de metaliéséela, por deposicdo sobre o agar, fazendo-se,
em seguida, uma suave compressao. Apos 15 minatodembsicdo dos discos no meio, as placas
foram incubadas aerobicamente de forma inverti@8a°& por 24 horas (CLSI, 2009) (Figura 2). As
cepas control€. albicans ATCC 90028 eC. parapsilosis ATCC 22019 (gentilmente cedidas pela
Prof. Dra. Regina Célia Candido, FCFRP-USP, Ribeléeto, SP, Brasil) foram utilizadas em cada
lote de meio preparado. Os testes foram realizawhoguplicata.

Apo6s o periodo de incubacdo de 24 horas, foi r@@ddiza mensuracdo do diametro da zona de
inibicdo para determinacao da sensibilidade, coméaas referéncias descritas na Tabela 1. Quando o

crescimento foi insuficiente ou escasso, uma neward foi realizada em 48 horas.

Tabela 1- Critérios de interpretacdo dos halos dos dideantifingicos.

Antifangico Sensivel Sensivel dose- Intermediario Resistente  Referéncia
dependente
(mm) (mm) (mm)
(mm)
Itraconazol 10ug > 20 - 12-19 <11 CECON, 2010
Fluconazol 25ug >19 15-18 - <14 CLSI, 2009
Voriconazol 10ug >17 14-16 - <13 CLSI, 2009
AnfotericinaB 100ug >10 - - <10 CECON, 2010
Nistatina 100ug >10 - - <10 CECON, 2010
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Figura 2: Fluxograma do processo de realizagéo do testendébdlade aos antifingicos pela técnica
de disco-difusdo em agar
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Fonte: A autora.

3.8 Pesquisa de exoenzimas
3.8.1 Fosfolipase

A pesquisa de fosfolipase foi feita conforme desqubr Price et al. (1982) e Williamson et
al. (1986). Cinco microlitros de cada suspenséakededuras, em solucao fisioldgica, com turvagéo
equivalente ao tubo 2 da escala de McFarland f1a16x16 UFC/mL) foram depositados em
pontos equidistantes no meio agar fosfolipase (Aiéh O teste foi realizado em duplicata. As
placas contendo inéculos de diferentes culturaanioincubadas a 30°C, durante quatro dias. A
atividade enzimatica foi evidenciada pela formaclo um halo opaco ao redor da colénia

(precipitacdo de complexos de calcio). A atividatie fosfolipase foi dada pela razdo entre o
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diametro da colbnia (dc) e o mesmo somado com a derprecipitacdo (dcp), assim, Pz=dc/dcp
(PRICE et al., 1982).

Os resultados foram classificados como negativo Pk, moderado (0,63 < Pz <1) e
acentuado (PZ0,63). De acordo com essa classificagéo, quant@emzewalor de Pz mais intensa a
atividade enzimatica.

O esquema de realizacao do teste esta exemplifieéicgura 3.

3.8.2 Proteinase

Cinco microlitros dos isolados em supensao igugiréparada no item anterior foram
semeados em meio agar proteinase (Apéndice) e ddaesba 30°C por sete dias. A atividade
enziméatica foi caracterizada pela presenca dedeldareamento ao redor da coldénia no meio agar
albumina, resultante da degradacgéo da proteinéivilaade enzimatica foi dada pela raz&o entre o
diametro da colbnia (dc) e o mesmo somado com a denclareamento (dcp), sendo, portanto,
Prz=dc/dcp (PRICE et al., 1982).

O escore para determinacdo da intensidade da ad®idle proteinase foi igual aquele
utilizado para determinar a atividade de fosfolgd3 teste também foi feito em duplicata.

O esquema de realizacao do teste esta exemplifieéicgura 3.

3.8.3 Hemolisina

Os testes foram realizados de acordo com Roraj. 2009). Foi utilizado Agar Saboraud
Dextrose, acrescida 7% de sangue de carneiro (Ag@ndCinco microlitros da suspensao de
leveduras, preparada do mesmo modo daquela usllipada a pesquisa de fosfolipase, foram
depositados em pontos equidistantes no meio aggusaO teste foi realizado em duplicata e as
placas foram incubadas a 30°C, durante 48 horasivilade hemolitica (Hi) foi determinada pela
razao entre o diametro da col6nia (dc) e o mesmeseaido da zona de hemolise (dcp), dessa forma,
Hi=dc/dcp. Os resultados foram expressos em awsé&ecihemolise (Hi=1), hemolise moderada
(0,63<Hi<1) ou hemolise acentuada<bli63).

O esquema de realizacao do teste esta exemplifiaaéitgura 3.
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3.8.4 DNAse

Os testes foram realizados utilizando o método Bemte ao utilizado para deteccdo de
DNAse em espécies daphylococcus (SANCHEZ; COLOM, 2010). As placas foram preparadas
com meio teste de DNAse (Apéndice). Cinco microéitda suspensao de leveduras, preparada do
mesmo modo daquela utilizada para a pesquisa delifase, foram depositados em pontos
equidistantes na superficie do meio contido emaBlale Petri (150x15mm). As culturas foram
incubadas a 30°C por sete dias. Depois desse perdsdplacas foram colocadas em um fundo
branco para visualizacdo da colonia e do halo aleamento ao redor da colbnia. Os resultados do
teste foram expressos em forma de sinais positivegativo. O experimento foi realizado em

duplicata, em dois experimentos independentes.

O esquema de realizacao do teste esta exemplifieéicgura 3.

Figura 3: Fluxograma do processo de realizacéo dos testessdgiisa de atividade enzimatica
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Fonte: A autora.
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3.9 Estatistica

Na comparacdo entre o grupo de individuos colooias ndo colonizados, em ambos 0s
grupos de estudo, para as variaveis qualitativaanf calculados os valores gde2 os valores da
odds ratio (OR) como indicacdo de possiveis associacoes. dPaigse das variaveis qualitativas
entre os grupos de colonizados e nado colonizadof) tos pacientes quanto dos individuos HIV
negativos, foi utilizado o teste de Mann-Whitneycdmparacdo da média de UFC/mL entre as
contagens de linfécitos T CD4+ e carga viral faiafetravés do teste de Kruskal-Wallis seguindo
do testepos-hoc de Student-Newman-Keuls. Na comparacéo das cesditias analisadas entre os
grupos de HIV positivo e negativo, bem como da pcdd de atividade enzimatica pelos isolados
desses grupos, foi utilizado o teste do qui-quadr&sb testes ndo-paramétricos foram aplicados
para analise das varidveis quantitativas que néseaptaram distribuicdo normal de probabilidade.

Todos os testes foram aplicados utilizando um rigedignificancia de 5%.

3.10 Comite de Etica

O presente estudo obteve aprovacéo do Comité da &t Pesquisa com Seres Humanos da

Universidade Federal de Uberlandia, com niumerol3s@nexo I).
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4 RESULTADOS
4.1 Caracteristicas dos grupos de estudo
4.1.1 Pacientes

Dos 147 pacientes incluidos no estudo, 84 foramedo masculino e 63 do sexo feminino. A
idade variou de 17 a 73 anos, com média de 44,3 eamoediana de 44 anos. Em relacdo a forma
como adquiriram o HIV, 101 (68,7%) foi através datato heterossexual, 19 (12,9%) por contato
homossexual, 1 (0,7%) por via congénita, 1 (0,7%)aridente de trabalho, 1 (0,7%) através de
transfusdo de sangue e 24 (16,3%) pacientes néerson informar a forma de infeccéo pelo HIV.
O tempo médio de infeccdo foi 8,4 anos. Além dissb, (37,7%) individuos eram apenas
portadores do HIV, e os outros 96 (62,3%) pacieatas) doentes de AIDS.

Do total de pacientes, treze (8,8%) nédo faziam desamenhuma terapia antirretroviral no
momento da coleta da amostra de saliva. Sesseiti@a gacientes (46,3%) utilizavam inibidores de
transcriptase reversa, 61 (41,5%) faziam uso dedioi de protease associado com um inibidor de
transcriptase e cinco individuos (3,4%) combinawanso dos inibidores de protease e transcriptase
com um antirretroviral inibidor de integrase.

Durante a aplicacdo do questionario, foram feiEgyntas sobre a forma como os pacientes
realizavam a higiene bucal e verificou-se que 852%) individuos apenas escovavam os dentes e
os 82 (55,8%) restantes, além de escovarem ossgeritzam fio dental, sendo que desse total 54
(36,7%) faziam essa higiene pelo menos trés vardsaAlém disso, observou-se que 15,6% dos
pacientes utilizavam algum tipo de enxaguante bpelal menos uma vez ao dia durante o periodo
da coleta da amostra. Verificou-se também que dépacientes, 38,6% eram fumantes.

Os pacientes foram indagados também em relacdocomasumo de bebida alcodlica e
verificou-se que 39 (26,5%) desses individuos iagerllgum tipo de bebida pelo menos uma vez
durante o més.

Em relacdo a presenca de outros problemas de,szhimbgvou-se que 57 (38,8%) portadores
do HIV possuiam alguma comorbidade, sendo as n@isums: hipertensao arterial (59,6%),
diabetes (24,5%), cardiopatias (21%), obesidad@¥%dPe hipotireoidismo (15,7%).

A ocorréncia de candidiase oral, em momentos anésria coleta da amostra de saliva, pelo
menos uma vez, foi relatada por 43 (29,2%) paciente

Candida spp. foram isoladas de 89 (60,5%) pacientes, tatadio 111 isolados, sendd
albicans a espécie mais frequiente entre os isolados (67 A8%kspéciemaoalbicans somaram
32,4% do total de isolados (Tabela 2). Dos 89 iiddios com cultura positiva para leveduras do
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géneroCandida, 69 (77,5%) estavam colonizados por apenas umeéciesple Candida, e 20
(22,5%) apresentaram associacédo de duas ou masessplrabela 3).

A contagem média de col6nias por mililitro de salfei de 8,8x1d UFC/mL e mediana de
8x102 UFC/mL, variando de 102 a 5X10FC/mL, das quais 23 (25,8%) tiveram uma conceéta
de leveduras por mL de saliva superior a 4x103 €8R2%) apresentaram uma contagem entre 102
e 4x103 UFC/mL.

Tabela 2: Distribuicdo das espécies Gandida isoladas da cavidade bucal de portadores do
HIV atendidos no Ambulatério de Moléstias Infeceesio HC-UFU, Uberlandia, Minas Gerais,
Brasil, no ano de 2012

Espécies Numero de isolados Frequéncia (%)
C. albicans 75 67,6
C. parapsilosis 10 9,0
C. tropicalis 8 7,2
C. glabrata 5 4,5
C. krusei 4 3,6
C. dubliniensis 3 2,7
C. kefyr 2 1,8
C. famata 1 0,9
C. guilliermondii 1 0,9
C. lusitaniae 1 0,9
C. peliculosa 1 0,9
111 100

Fonte: A autora.
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Tabela 3: Frequéncia da associa¢do @andida spp. em individuos portadores do HIV
atendidos no HC-UFU, Uberlandia, Minas Gerais, Bras ano de 2012

Associacao de diferentes espécies N° %
C. albicans + C. parapsilosis 6 30
C. albicans + C. tropicalis 5 25
C. albicans + C. glabrata 2 10
C. albicans + C. krusei 2 10
C. albicans + C. kefyr 1 5
C. dubliniensis + C. lusitaniae 1 5
C. albicans + C. dubliniensis 1 5
C. albicans + C. parapsilosis + C. tropicalis 1 5
C. albicans + C. glabrata + C. tropicalis 1 5
20 100

Fonte: A autora.

Os fatores predisponentes para a colonizacdo ddacky bucal por leveduras do género
Candida estao relacionados na Tabela 4. Observou-se umgeniga estatisticamente significativa
entre os individuos colonizados e nao colonizadmdo analisamos o uso de antibidticos pelos
dois gruposif = 0,0254,0R = 3,2) e o0 uso de protese dentapa(0,0173,0OR = 2,46). Entretanto,
para o uso de HAARTp(= 0,5671), uso de antifungicas € 0,7102), habito de fumap € 0,3868),
sexo p = 0,4215), idadep(= 0,2529), contagem de CD4p £ 0,5234), carga virapb(= 0,2954),
histérico de candidiase (= 0,8628), e tempo de diagnéstico do HIY £ 0,2758) nao foram
encontradas diferencas estatisticas significagwa® pacientes colonizados e nao colonizados.

Ao analisar a relacdo do esquema HAART, que irdiferentes classes de antirretrovirais, e
a colonizacao bucal p&andida spp., verificou-se que os individuos que faziamagubinado de
inibidores de transcriptase reversa e inibidor detgase apresentaram maior probabilidade de

serem colonizados do que aqueles que utilizarabondries de transcriptase reverpa=(0,0315).
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Quando foram comparados 0s outros esquemas, eeaqued ndo utilizavam terapia HAART,

nenhuma diferenca estatistica significativa foiesada jp > 0,05).

Tabela 4: Fatores predisponentes envolvidos na colonizag&al lpor espécies deandida spp.

dos 147 pacientes portadores do HIV atendidos nbudaiorio de Moléstias Infecciosas do HC-
UFU, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, em 2012

Uso de antibiéticos 2@¢7%) 6 (10,3%) 0,0254 3,2000

Fumante 0,3868
Sim 27(30,3%) 13(22,4%) 1,5074
N&o 62(69,7%) 45(77,6%) 0,6634

Uso de HAART 8Q89,9%) 54.(93,1%) 0.5671 1.5146

Idade 45,6 43,5 0,2529
Max 73 Max 61
Min 17 Min 27

Carga viral 20215,7

Tempo médio da 8,03 anos + 5,44 8,9 anos + 5,08 0,2758
doenca

Fonte: A autora.
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A contagem média de linfocitos T CD4+ foi de 551/men® e mediana de 557 cel/mms,
variando de 3 a 1619 cel/mm3, 25 (17%) pacientesygam CD4+ menor que 200 cel/mm3 no
periodo em que ocorreu a coleta da saliva. Cenito€73,4%) pacientes apresentaram carga viral
indetectavel (<50 copias/mL), ao passo que treB8{Bapresentaram carga viral superior a 20.000
copias/mL.

Comparando a contagem de linfécitos T CD4+ e caiigd dos pacientes que apresentaram
pelo menos um isolado @andida spp. da cavidade oral com aqueles que tiveramrautiegativa,
observou-se um valor gebem proximo de 0,05 na faixa entre 0-200 cel/monéaso do CD4+y(
= 0,0546) (Tabela 5). Ja em relacdo a carga o, foi encontrado diferenca estatisticamente
significativa entre o0 nimero de individuos colodizsie ndo colonizados (Tabela 6).

Tabela 5: Frequéncia de individuos HIV positivos colonizadasio colonizados p@andida spp.
de acordo com a contagem de linfécitos T CD4+ atkysd no Ambulatério de Moléstias
Infecciosas do HC-UFU, Uberlandia, Minas Geraigddy em 2012

CD4 (cels/mm?) Colonizados (89) Nao colonizadog (58 P
N° de Média N° de Média
individuos  (CD4+) individuos (CD4+)
0-200 1719,1%) 123,7 813,8%) 70,3 0,0546
201-350 910,1%) 273,2 11(18,9%) 271,3 1,0000
>350 63(70,8%) 694.,6 3967,3%) 743,5 0,1164
Total 89(100%) 5441 58100%) 561,1 0,5234

Fonte: A autora.
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Tabela 6: Frequéncia de individuos HIV positivos colonizadasio colonizados p@andida spp.
de acordo com a carga viral atendidos no Ambulatde Moléstias Infecciosas do HC-UFU,

Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, em 2012

Carga viral Colonizados (89) Nao colonizados (58) P
(copias/mL)

N° de Média (carga N°de Média (carga

individuos viral) individu viral)
0S
<50 62 0 46 0 1.0000
51-20000 18 4,3 x 103 8 6,0 x 103 0.4899
>20000 9 1,9 x 10 4 6,6 x 10 0.1474

Fonte: A autora.

Comparando a média de unidades formadoras de iaslgoor mililitro de saliva entre
diferentes faixas de contagem de linfocitos T CDdlaservou-se que aqueles que tiveram CD4+
inferior a 200 cel/mm3 tenderam a apresentar unpomaiimero de UFC/mL do que aqueles
pacientes com CD4+ maior do que 350 cel/mpr 0,0001) (Tabela 7).

Tabela 7: Relacdo da contagem de linfécitos T CD4+ e comaeé@d de leveduras (UFC/mL) na
saliva dos pacientes HIV positivos atendidos no Qlaiidrio de Moléstias Infecciosas do HC-UFU,
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, no ano de 2012

CDA4+ (cels/mm3) Colonizados UFC/mL (média) P
0-200 17 7,4x10° 20,2631
201-350 9 5,5x10° 20,0001
>35( 63 9,7x10° °%0,0948
Total 89 8,9x103

Nota: a, b, c: faixas de variagdo de CD4+ usada coneséetia no Ambulatorio de Moléstias Infecciosasid@UFU
para inicio, manutencdo ou alteracdo da terapiaetndviral, até a finalizacdo deste estudo. ah,b&: resultado da
comparacao estatistica entre as médias de UFC/mR fhaxas de linfécitos TCD4+.

Fonte: A autora.



52

Ja quando foi comparada a média de UFC/mL dosogrdp diferentes faixas de carga viral,

nao foi encontrada diferenca estatisticamente fetgtiva entre nenhum dos grupos (Tabela 8).

Tabela 8: Relagcéo da carga viral e concentracéo de levequS/mL) na saliva dos pacientes
HIV positivos atendidos no Ambulatorio de Moléstiagecciosas do HC-UFU, Uberlandia, Minas
Gerais, Brasil, no ano de 2012

Carga viral Colonizados UFC/mL (média) P
(copias/mL)

<50 62 9,8x103 00,2259
51-20000 18 3,6x10° 2 () 4549
>20000 9 8,0x103 bc 90,1270
Total 89 8,8x103

Nota: a, b, c: faixas de variacdo de carga viral. abbacresultado da comparacéo estatistica entrenadias de
UFC/mL das 3 faixas de carga viral.

Fonte: A autora.

4.1.2 Grupo individuos HIV negativos

Em relacdo aos 150 individuos ndo portadores do Hii¢ participaram deste estudo,
observou-se que 120 eram mulheres e 30 eram donsasculino. A idade média deste grupo foi
igual a 31,2 anos e mediana de 27 anos, variand8 de50 anos.

Os individuos também foram indagados sobre conizagam a higiene bucal, e 23 (15,3%)
alegaram apenas escovar os dentes diariamentegreaquue os 127 (84,7%) restantes escovavam
e faziam uso do fio dental todos os dias, sendalgesa parcela, a grande maioria (88,2%) faziam
essa higienizagao trés vezes ou mais durante cdie o uso de enxaguante bucal, 38,6% dos
individuos alegaram utiliza-lo pelo menos uma wexia no periodo em que a amostra de saliva foi
coletada.

Sobre o consumo de bebida alcodlica, 69 (46%)qgieatites deste grupo afirmaram ingerir
algum tipo de bebida contendo &lcool pelo menoswerano més. Em relacdo a condi¢do de ser ou

nao fumante, apenas oito (5,3%) individuos dissa@nfiumantes.
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Em relagdo a presenca de alguma comorbidade, alossevque 17 (11,3%) individuos que
pertenciam a este grupo afirmaram possuir algutesagbo nas condicdes de saude, sendo que 0s
mais comuns foram hipertenséo arterial (47%) ¢erimliérgica (17,6%).

Né&o foi relatada a ocorréncia de episodios de dék oral em momentos anteriores a coleta
de amostra de saliva por nenhum dos individuogpeshtes ao grupo em questao.

Das 150 amostras de saliva obtidas dos individedsqcentes a este grupo, 51 (34%) foram
positivas para o génef@andida. O nimero de UFC/mL de saliva foi superior a 4i&fa apenas 5
(9,8%) amostras, sendo que as 46 amostras restgmesentaram contagem entre 102 e 4x103
UFC/mL. A média de unidades formadoras de colbép@msmililitro de saliva foi de 9,8x102 e
mediana de 4x102 UFC/mL, sendo observada uma @aride 102 a 5,7x10% UFC/mL.

A partir das 51 amostras de saliva que apresentarascimento de coldnias, foram obtidos
57 isolados do géner@andida, dos quais 77,2% foram identificados cor@o albicans e,
consequentemente, os 32,9% restantes correspondera@spécies nabbicans (Tabela 9). A
associagcdo de pelo menos duas espécies foi obaesmaé (11,7%) dos 51 individuos colonizados
(Tabela 10).

Tabela 9: Distribuicdo das espécies deandida isoladas da cavidade bucal no grupo de
indiviudos HIV negativos do estudo

Espécies Numero de isolados Porcentagem (%) espécie
C. albicans 44 77,2
C. parapsilosis 5 8.8
C. tropicalis 3 5,25
C. dubliniensis 1 1,75
C. famata 1 1,75
C. glabrata 1 1,75
C. guilliermondii 1 1,75
C. kefyr 1 1,75
57 100

Fonte: A autora.



54

Tabela 10: Frequéncia da associacdoGindida spp. no grupo de indiviudos HIV negativos

do estudo
Associacao de diferentes espécies N° %
C. albicans + C. Tropicalis 2 33,2
C. albicans + C. Parapsilosis 1 16,7
C. albicans + C. Guilliermondii 1 16,7
C. albicans + C. Kefyr 1 16,7
C. parapsilosis+ C. Tropicalis 1 16,7

6 100

Fonte: A autora.

Quando se comparou a presenca de alguns fatozgsogem ser considerados predisponentes
para a colonizacdo da cavidade bucal, entre osithdis colonizados e néo colonizados
pertencentes ao grupo de individuos HIV negatinés,foi encontrada diferenca estatistica entre os
dois grupos (Tabela 11).
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Tabela 11: Fatores envolvidos na colonizagdo oral por espédie Candida spp. dos 150
pertencentes ao grupo de indiviudos HIV negatiwesdudo

Uso de antibiéticos & 8%) 3 (3%) 0,1815 2,70

Fumante
Sim 3(5,9%) 5 (5,1%) 0,8299 1,17
Nao 48(94,1%) 94 (94,9%)

Idade 32,3 30,6
Max 57 Max 60
Min 18 Min 18

Uso de protese

dentaria
Sim 5(9,8%) 8 (8,1%) 0,7223 1,23
Nao 46(90,2%) 91 (91,9%)

Higiene bucal

Escovacao 917,6%) 14 (14,1%) 0,5724 1,29
Escova+fio dental ABB2,4%) 85 (85,9%)
Fonte: A autora.




56

4.2 Comparagéao entre o grupo de pacientes e HIV natyvos
A tabela 12 mostra a comparagdo entre as prigcipaiacteristicas observadas nos dois

grupos de estudo.

Tabela 12: Comparacao entre caracteristicas observadas no deupacientes e no grupo de HIV
negativos

Condicao Pacientes (147) HIV negativos (150) P

Fumante 4Q27,2%) 8 (5,3%) 0,0001

Uso de bebida alcodlica 3%6,5%) 69 (46%) 0,0007

Presenca de comorbidades (88 7%) 17 (11,3%) 0,0001

Uso de antibidticos 3(20,4%) 7 (4,6%) 0,0001

Uso de antifangico 1(,8%) 3 (2%) 0,0820

Média de idade 44,7 31,2 0,0001

Média de UFC/mL 5,3xTO0UFC/mL 9,7x10% UFC/mL 0,0001

Fonte: A autora.

4.3 Teste de sensibilidade

Os testes de sensibilidade as drogas antifungicestramam que todos os isolados dos dois
grupos de estudo foram sensiveis a nistatina eoaconazol. Em relacdo ao fluconazol, todos os
isolados deCandida spp. pertencentes ao grupo controle foram sensfeisetanto, um isolado de
C. albicans e 2 deC. krusei, provenientes de amostras de saliva dos indivigoasdores do HIV
apresentaram sensibilidade dose dependente erdageadluconazol.

Em relacdo a anfotericina B, a maioria dos isolattogrupo de individuos HIV negativos e
dos pacientes foram sensiveis, com excecdo de csot@dos deC. albicans do grupo dos
portadores do HIV que apresentou resistémcigtro ao antifGngico em questao.

Em relacdo ao itraconazol, a maioria dos isoladogsgmientes do grupo de individuos néao
portadores do HIV (77,2%) e do grupo de pacientds4fo) apresentaram sensibilidade dose
dependente. Apenas um isoladoGiglabrata e C. peliculosa, advindo da amostra de saliva de um
individuo HIV positivo, apresentou resisténamvitro ao itraconazol. Os resultados do teste de
sensibilidade aos antifungicos estdo expresso$atasdas 13 e 14.



Tabela 13: Perfil de sensibilidade d€andida spp. isoladas da cavidade bucal de portadores Woakindidos no Ambulatério de Moléstias

Infecciosas do HC-UFU, Uberlandia, Minas geraigdr no ano de 2012

Espécie (n°) Anfotericina B Fluconazol Itracorazo Nistatina Voriconazol
S R S SDD R S I R S R S R
C. albicans (75) 70(93,3%) 5(6,7%)  74(98,7%1(1,3%) O 34(45,4%) 41(54,6%) 0 75(100%) 0 75(100%) 0
C. parapsilosis (10) 10(100%) 0 10(100%) 0 0 6(60%) 4(40%) 0 106aD0 0 10(100%) 0
C. tropicalis (8) 8(100%) 0 8(100%) 0 0 4(50%) 4(50%) 0 8(100%) 0 8(100%) 0
C. glabrata (5) 5(100%) 0 5(100%) 0 0 4(80%) 0 1(20%) 5(100%) 0 5(100%) 0
C. krusa (4) 4(100%) 0 2(50%)  2(50%) 0 1(25%) 4(75%) 0 Q%) 0 4(100%) 0
C. kefyr (2) 2(100%) 0 2(100%) 0 0 0 2(100%) 0 2(100%) 0 0P0b) 0
C. dubliniensis (3) 3(100%) 0 3(100%) 0 0 3(100%) 0 0 3(100%) 0 080b) 0
C. famata (1) 1(100%) 0 1(100%) 0 0 1(100%) 0 0 1(100%) 0 00ed) 0
C. guilliermondii (1) 1(100%) 0 1(100%) 0 0 1(100%) 0 0 1(100%) 0 00es) 0
C. lusitaniae (1) 1(100%) 0 1(100%) 0 0 0 1(100%) 0 1(100%) 0 00es) 0
C. peliculosa (1) 1(100%) 0 1(100%) 0 0 0 0 1(100%) 1(100%) 0 1(100%) 0
Nota: S — sensivel; R — resistente; | — ingghid@rio; SDD — sensivel dose dependente

Fonte: A autora.
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Tabela 14:Perfil de sensibilidade déandida spp. isoladas da cavidade bucal do grupo de indtdgitH1V negativos do estudo

Espécie (n°) Anfotericina B Fluconazol Itracorlazo Nistatina Voriconazol

S R S SDD R S I R S R S R

C. albicans (44) 44(100%) 0 44(100%) O 0  10(22,7%) 34(77,3%) O 44(100%) 0 44(100%) 0
C. parapsilosis (5) 5(100%) 0 5(100%) 0 0 2(40%)  3(60%) 0 5(100%) 0 5(100%) 0
C. tropicalis (3) 3(100%) 0 3(100%) 0 0  1(333%) 2(66,7%) 0 3¢HD0 0 3(100%) 0
C. dubliniensis (1) 1(100%) 0 1(100%) 0 0 0 1(100%) 0 1(100%) 0 0Dgh) 0
C. famata (1) 1(100%) 0 1(100%) 0 0 0 1(100%) 0 1(100%) 0 0Dgh) 0
C.glabrata (1) 1(100%) 0 1(100%) 0 0 0 1(100%) 0 1(100%) 0 00@b) 0
C. guilliermondii (1) 1(100%) 0 1(100%) 0 0 0 1(100%) 0 1(100%) 0 0DPh) 0
C. kefyr (1) 1(100%) 0 1(100%) 0 0 0 1(100%) 0 1(100%) 0 00@b) 0

Nota: S — sensivel; R — resistente; | — intelidmgo; SDD — sensivel dose dependente.

Fonte: A autora.
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Figura 4: Placa de agar Mueller-Hinton mostrando o testeetsikilidade aos antifingicos pela
metodologia de difusdo do disco em agar para astamsodeCandida spp.: 1) Anfotericina B; 2)
Itraconazol; 3) Fluconazol; 4) Voriconazol; 5) Miha

Fonte: A autora.

4.4 Atividade enzimatica
4.4.1 Fosfolipase

Dos 111 isolados provenientes da cavidade bucalimttigiduos infectados pelo HIV, 77
(69,3%) foram positivos para a atividade de fop#de, dos quais 39 apresentaram atividade
enzimatica acentuada (B¥63) e 38 atividade moderada (0,63<Pz<1).

Quando foi analisada a producdo dessa enzima psf&cies, verificou-se que apenas 0s
isolados deC. albicans (98,7%),C. parapsilosis (10%), C. tropicalis (12,5%) eC. guilliermondii
(100%) foram positivos para atividade de fosfolgésigura 5).
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Figura 5: Frequéncia das espéciesChindida, para atividade de fosfolipase, isoladas da cavidade
bucal dos pacientes portadores do HIV atendido&mbulatério de Moléstias Infecciosas do HC-
UFU, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, no ano d&20
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Fonte: A autora.

J& em relacdo as amostras obtidas dos individutenpentes ao grupo de HIV negativos,
observou-se que 43 (72,6%) foram positivos panadatile fosfolipase, sendo que 35 isolados
apresentaram essa atividade de forma moderada<f83) e apenas 8 de modo acentuado
(Pz0,63).

Ao analisar a producéo de acordo com as espédiesnvmu-se qu€. albicans (90,9%),C.
tropicalis (33,3%), C. dubliniensis (100%) e C. famata (100%) apresentaram a atividade de
fosfolipase moderada e/ou acentuada (Figura 6).

Ao comparar a producao de fosfolipase pelos isslattzs dois grupos ndo foi encontrada
diferenca estatisticamente significatiye,05, teste do qui-quadrado).



Figura 6: Frequéncia das espécies @andida, para atividade de fosfolipasepladas
bucal dos individuos pertencentes ao grupo de Hyativos
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Fonte: A autora.

Figura 7: Placa de agar fosfolipase mostrando o crescimaentmidnias d€andida spp. positivas

para atividade de fosfolipase, apos 4 dias de agada 30°C

Fonte: A autora.
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4.4.2 Proteinase

Em relacdo a producdo da enzima proteinase, ohsee/que 86 (77,5%) dos 111 isolados do grupo de
pacientes apresentaram atividade proteoliticagdas 15 tiveram uma atividade acentuad&Qf63) e

71 atividade moderada (0,63<Pz<1). Os isoladospyaduziram a enzima em questdo foramGle
albicans (92%), C. parapsilosis (70%), C. tropicalis (37,5%),C. glabrata (20%), C. krusei (25%), C.
dubliniensis (100%),C. guilliermondii (100%) eC. lusitaniae (100%) (Figura 8).

Figura 8: Frequéncia das espécies@hndida, para atividade de proteinagsmladas da cavidade bucal
dos pacientes portadores do HIV atendidos no Amifmidade Moléstias Infecciosas do HC-UFU,
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, no ano de 2012
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Fonte: A autora.

Em se tratando dos isolados do grupo de indivichéas portadores do HIV, 46 (90,7%)
isolados foram positivos para a producdo de praseinsendo que em nove verificou-se uma
atividade acentuada @@0,63) e nos outros 37 isolados, atividade profealitmoderada
(0,63<Pr<1). As espécies que produziram proteidassodo moderado e/ou acentuado fofam
albicans (90,9%), C. tropicalis (66,6%), C. dubliniensis (100%), C. famata (100%), C.
guililermondii (100%),C. kefyr (100%) (Figura 9).
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N&o foi encontrada diferenga estatisticamente fstgiiva quando comparada a producdo de

proteinase pelos isolados dos dois grupos de e§e@¢05, teste do qui-quadrado).

Figura 9: Frequéncia das espécies@andida, para atividade proteoliticesoladas da cavidade bucal
dos individuos pertencentes ao grupo de HIV negativ
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Fonte: A autora.
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Figura 10: Placa de agar proteinase mostrando o crescimentol@eias de leveduras do género
Candida spp. apos sete dias de incubacéo a 30°C. O dianeetolénia e do halo proteolitico esta

representado por A e B, respectivamente

Fonte: A autora.

4.4.3 Hemolisina

A producdo de hemolisina pelas espécieCaadida provenientes do grupo de individuos
HIV positivos foi observada em 109 dos 111 isolaf@82%), sendo que a maioria (81 isolados)
apresentou atividade hemolitica acentuada@8i3). Apenas ertt. famata e em um isolado d€.

glabrata ndo foi observada a producédo de hemolisina (FigjLya
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Figura 11: Frequéncia das espécies @andida, para producdo de hemolisiriapladas da cavidade
bucal dos pacientes portadores do HIV atendidosmbulatorio de Moléstias Infecciosas do HC-UFU,

Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, no ano de 2012
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Fonte: A autora.

Em relacdo aos isolados oriundos do grupo de Hiyatios, verificou-se que 55 (96,5%)
isolados apresentaram atividade hemolitica positiva quais 44 tiveram uma atividade hemolitica
acentuada (Hi0,63) e 11 atividade moderada (0,63<Hi<1). Apemadsaolado deC. albicans e C.
kefyr foram negativos para atividade hemolitica (Figuita 1

Assim como observado na producdo das duas enzimedag anteriormente, nao foi
observada diferenca estatistica significativa evgresolados d€andida spp. dos grupos de estudo,

guando foi comparado a producao de hemolisina peéssno §p>0,05, teste do qui-quadrado).
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Figura 12: Frequéncia das espéciesCindida, para atividade hemoliticesoladas da cavidade bucal
dos individuos pertencentes ao grupo de HIV negsitiv
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Fonte: A autora.

Figura 13: Placa de agar Saboraud Dextrose acrescido de &#ndee de carneiro evidenciando a
atividade hemolitica po€andida spp. ap6s 48 H de incubacdo a 30°C. A e B repmaasent
didametro da col6nia e o halo de hemdlise, respatinte

Fonte: A autora.
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4.4.4 DNAse

A atividade de DNAse nas amostras do grupo de iddos portadores do HIV foi
evidenciada em 30 (27%) dos 111 isolados, send@8uweamC. albicans, 3 C. parapsilosis, 2 C.
tropicalise 2C. krusei (Figura 14).

Figura 14: Frequéncia das espécies@andida, para a atividade de DNAsepladas da cavidade
bucal dos pacientes portadores do HIV atendido&mbulatério de Moléstias Infecciosas do HC-
UFU, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, no ano d&20

Fonte: A autora.

Ja no grupo de individuos HIV negativos, a ativeldd DNAse foi evidenciada em 12 (21%)
dos 57 isolados, dos quais cinco eranCdalbicans, trés deC. parapsilosis, dois deC. tropicalis,
um deC. guilliermondii e um deC. kefyr (Figura 15).



68

Figura 15: Frequéncia das espécies @andida, para atividade de DNAsg&oladas da cavidade

bucal dos individuos pertencentes ao grupo de lativos

Fonte: A autora.

Diferentemente do observado na analise da proddedoenzimas anteriores, quando foi
comparado a atividade de DNAse entre os isoladdSaddida spp., observou-se uma diferenca
estatisticamente significativa entre os isolado€dalbicans provenientes das amostras de saliva
dos pacientes HIV positivos e dos individuos HI\gaté&vos p=0,0298, teste do qui-quadrado).
Diferenca essa que néo foi observada quando seatomp atividade da enzima em questéo entre

as espécies nabicans (p>0,05, teste do qui-quadrado).
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5 DISCUSSAO

A colonizacdo persistente da cavidade oral @amdida spp. pode ser considerada um fator
predisponente para o desenvolvimento de candidiagaringea (FONG et al., 1997; ERKOSE;
ERTURAN, 2007). Em portadores do HIV esse fato chatencédo, pois a incidéncia é elevada e
pode ser um importante marcador da progresséao elacdqAL-ABEID et al., 2004; BADIEE et
al., 2010).

Neste estudo, a média de idade dos pacientes 3 ficou acima da faixa etaria com
maior indice de diagnostico de HIV no pais, queeé38 a 39 anos (RODERO et al., 2005;
BRASIL, 2008). Porém, quando se observou a quateide homens e mulheres que participaram
da pesquisa, verificou-se uma propor¢ao de 1,3 hsmpara cada mulher, um pouco abaixo da
média nacional que foi de 1,7, de acordo com otaetado Ministério da Saude em 2010
(BRASIL, 2012). Como os participantes do gruporaividuos HIV negativos foram escolhidos ao
acaso, a idade média do grupo foi de 31,2 anos.

A colonizagéo da cavidade o@hndida spp., bem como as espécies isoladas, pode variar de
um estudo para o outro, uma vez que isso depentle da populacdo estudada e da técnica de
coleta utilizada, quanto das diferencas geografdanaticas e étnicas, podendo também variar de
acordo com a idade, sendo que em criancas naalpaatado HIV essa porcentagem fica entre 45 e
65% enqguanto nos adultos, na mesma condicao,de2d a 75% (FARAH et al., 2000; CAMPISI
et al. 2002; LI et al.,, 2013). Neste estudo a td&acolonizacdo do grupo de individuos HIV
negativos foi de 34%, resultado semelhante ao whder no estudo de Costa (2006), cuja
frequéncia de colonizacéo no grupo controle foB2#. Entretanto, essa porcentagem foi maior do
gue a encontrada por Li et al. (2013) na Chinaganftequéncia de individuos néo infectados pelo
HIV colonizados por espécies @andida foi de 20,7%. Em um estudo semelhante realizado no
México (SANCHEZ-VARGAS et al., 2005a) com 51 adalfmrtadores do HIV e 109 pessoas nio
infectadas pelo mesmo virus, foi encontrada uma tix colonizacdo oral p&@andida spp. no
ualtimo grupo citado, igual & 61,5%, superior a obsea neste trabalho.

No presente estudo, 60,5% das amostras de salinesesmparam cultura positiva para
leveduras do génef@andida, taxa essa que é similar aquela encontrada néesesul e sudeste do
Brasil, em queCandida spp. foram isolados de 58 e 62% dos pacientes duoea HIV,
respectivamente (CAMPISI et al., 2002; JUNQUEIRAakt 2012). Entretanto, esse percentual de
culturas positivas ainda € menor do que o obsereatestudos realizados em outros paises como
México (66,7%), Turquia (82,8%), Argentina (72,3%)Estados Unidos (81,8%) (SANCHEZ-
VARGAS et al., 2005a; ERKOSE e ERTURAN, 2007; LUQEAI., 2008; PATEL et al., 2012).
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A espécie predominante nas amostras de salivdagttis de ambos os grupos@oialbicans,
com frequéncia igual a 67,6% no grupo de pacieni&s2% no grupo de individuos nao portadores
do HIV, a qual, em ambos 0s grupos, € superiothaer@ado por Junqueied al. (2012) na cidade
de Sé&o Paulo, Luque et al. (2008) na Argentina eZéwe Ogbonnaya (2011) na Nigéria, que em
seus estudos encontraram uma frequénci€.dabicans oriundas de individuos infectados pelo
HIV de 51,5%, 58,9% e 45%, respectivamente. Essguéncia de isolamento @& albicans no
grupo de HIV negativos € similar a observada pogueuet al. (2008), que foi de 74,4%. No
entanto, Girish Kumar et al. (2008) encontraram poraentagem de 31,6% da espécie em questao,
bem menor do que o observado neste trabalho. BEdebelt al. (2013), em um estudo realizado na
Nigéria, encontraram uma frequéncia @ealbicans superior a relatada aqui, sendo de 94,4%.
Como ja referenciado anteriormente, essa discrépdnacfrequéncia de isolados @e albicans
entre esses estudos, provavelmente se deve adsshaldinentares diferentes, a forma com que
realizam a higiene bucal e ao clima de cada regiéo.

Em relacdo as espécies rdibicans, elassomaram 32,4% do total de isolados no grupo de
HIV positivos e 22,8% no grupo dos néao portadokesitV, sendoC. parapsilosis, seguido deC.
tropicalis as mais comuns em ambos 0s grupos. Esse achadioredm que o observado por Li et
al. na China, 19,8% (2013) e Wingetdral. (2007) no sul do Brasil, 7%. Entretantoaessior
porcentagem de espécies diferentesCdealbicans confirma a tendéncia observada em outras
pesquisas semelhantes, além de ter um efeito iemgertnas condutas clinicas, uma vez que
algumas espécies nathicans podem apresentar uma sensibilidade redufidate a alguns
antifingicos disponiveis para o tratamento de ciasé (ERKOSE; ERTURAN, 2007; MACEDO
et al., 2009).

A colonizacdo concomitante por mais de uma espie(@andida € algo que ja foi relatado
anteriormente (ERKOSE; ERTURAN, 2007; LUQUE et a008; LI et al.,, 2013). No presente
estudo, 22,5% dos pacientes estavam colonizadoggior menos duas espécies, sendo que a
associagcdo predominante foi en€ealbicans e C. parapsilosis (30%). Este achado contraria o
observado por Li et al. (2013), Junqueira et 8018 e por Luque et al. (2008) cuja associacéo
predominante foi entr€. albicans e C. glabrata, sendo que no trabalho de Erkose e Erturan (2007)
ndo foi isolado nenhum&. parapsilosis das amostras incluidas no estudo. Em relacdo aos
individuos HIV negativos essa situacdo foi obseavain 11,7% dos colonizados, sendo a
associacdo mais comum en@ealbicans e C. tropicalis (33,3%). Esse resultado é semelhante ao
de Luque et al. (2008) e Costa (2006), cuja asséeigrincipal também foi entf@. albicans e C.
tropicalis. No entanto, Esebelahie et al. (2013) ndo verditaesse isolamento concomitante entre
os individuos ndo portadores do HIV em seu estedquanto Girish Kumar et al. (2008) isolou
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mais de uma espécie do mesmo individuo ndo HIV emo8 13 participantes colonizados.
Provavelmente essa diferenca na frequéncia deidhutis colonizados por mais de uma espécie
pode estar relacionado com a metodologia de celatientificacdo utilizada, meios de cultura
utilizados para semear as amostras de saliva {(sssdmogénico ou ndo), uma vez que alguns
métodos podem ser mais sensiveis permitindo ag#etex identificacdo de um maior nimero de
espécies.

Quando analisada a concentracdo de levedurasiva, sarificou-se que a média de 8,8%10
UFC/mL, entre os pacientes, encontrada neste estudaior do que a observada por Junqueira et
al. (2012) em S&o Paulo (Brasil) e por Girish Kuetaal. (2008) no sul da india, cuja concentragio
de leveduras na saliva foi de 5,2x10% UFC/mL e 3xIEC/mL, respectivamente. Em relacdo aos
individuos HIV negativos incluidos no estudo, a rmé&te UFC foi de 9,8x102 UFC/mL, a qual
também foi maior do que a observada por Girish Kuetal. (2008), 9,3x10* UFC/mL, os quais
realizaram suas pesquisas cawab da cavidade bucal e bochecho em soro fisiolégico,
respectivamente. A contagem de UFC/mL nas amosttas grupo de pacientes foi
significativamente mais elevada que no grupo ctatf@<0,05) corroborando com Torres et al.
(2003) e Costa (2006) que também utilizaram a mese@dologia de coleta apresentada neste
estudo. Apesar de ndo existir um consenso sobrgamto de corte de UFC/mL que defina o
individuo como sendo apenas colonizado pela le@edur infectado, essa média mais elevada
chama a atenc&o, pois de acordo com alguns autmnes;ontagem superior a 4X10FC/mL pode
ser considerado um indicio de candidiase bucal @&AFRt al., 2000; COSTA, 2006). Essa
discrepancia na média de UFC/mL entre os diferesgaslos pode ser explicada pela metodologia
de coleta da amostra de saliva utilizada em cadbltio, visto que algumas sdo mais sensiveis do
que outras (ERKOSE; ERTURAN, 2007)

Formas de reducédo da colonizacdo podem contribain diminuicdo da incidéncia e
gravidade de candidiase oral ou mesmo do riscoaddidemia, dai a importancia de analisar a
presenca de alguns fatores e habitos dos indiviguegodem propiciar uma colonizacao elevada e
propor mudancas dos mesmos. Desse modo, ao araliseesenca de algumas condigbes nos
individuos incluidos no estudo que poderiam sersidenados fatores predisponentes para a
colonizacdo da cavidade bucal poandida spp. e, provavelmente, para o desenvolvimento de
candidiase bucal, observou-se que o uso de amtdséé de protese dentaria foram considerados
fatores predisponentes para a colonizacdo da awerioiacal por espécies @Gandida no grupo dos
HIV positivos. Esses resultados confirmam os achad® Wu et al. (2012), que em estudo
semelhante desenvolvido no Taiwan também observaamlacdo entre esses fatores e a

colonizacéo bucal pelo géne@andida. Tal relacdo se justifica pelo fato de que a adtracao
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prolongada de antibi6ticos pode ocasionar um dd#egm na microbiota oral, permitindo, assim,
uma proliferacdo de outros microrganismos ali preese como as leveduras do gén€emdida
(CISTERNA et al., 2010). Ja o uso de protese otahdator importante para a colonizacdo devido
aos traumas que pode ocasionar na mucosa, quandadafitadas de forma correta, e também
devido a ma higienizagéo local, o que pode faveracexpressdo de fatores de patogenicidade,
como a formacéo de biofilme (FALCAO et al., 2004).

Assim como observado em outras pesquisas (ERKOBEURAN 2007; PATEL et al.,
2012; LI et al., 2013), neste trabalho fatores cadamle, sexo, histérico de candidiase bucal e
tempo de infeccéo pelo HIV ndo apresentaram relagén a colonizacdo da cavidade bucal por
Candida spp. No caso dos individuos ndo portadores do HpYeaenca dos fatores relacionados
anteriormente nao foi significativa para a colog@abucal por espécies Gandida, assim como
observado por Sanchez-Vargas et al. (2005a) e A{2006).

Estudos que mostram a relacdo existente entre aeismtirretrovirais e a diminuicdo da
colonizacédo bucal po€andida spp. ainda sdo escassos. Arribas et al. (2000)na@vaen uma
reducdo da taxa de colonizacdo bucal e ocorrémcizaddidiase bucal em individuos que faziam
uso de algum inibidor de protease. No presentalestu frequéncia de individuos colonizados e
nao colonizados pdCandida spp. ndo relacionou-se com a terapia HAART, comatdo com o0s
achados de Gottfredsson et al. (1999), Erkosewwdfrt(2007) e Patel et al. (2012) e contrariando
os achados de Li et al. (2013), Yang et al. (2040 observaram uma reducao estatisticamente
significativa na taxa de colonizacéo bucal entrendviduos incluidos em seus estudos relacionado
com o uso da HAART. Entretanto, quando foi anabsadrelacdo dos diferentes esquemas
terapéuticos, com diferentes classes de antirietisy observou-se que o0 esquema que incluiu
inibidores de transcriptase reversa combinados iodsidor de protease relacionou-se com maior
frequéncia com os individuos colonizados, comparasam os individuos cujo esquema HAART
incluiu apenas a combinacgao de inibidores de trgotase reversa. Yang et al. (2010), observaram
uma reducgdo significativa na taxa de colonizacdcabentre os individuos incluidos em seus
estudos relacionado com o uso da HAART, sem nonentelacionar com a classe de drogas
utilizadas. A reducdo da frequéncia de individuostgolores do HIV colonizados também foi
relatada por Wu et al. (2012), que mostrou redwigicolonizacao bucal por leveduras do género
Candida entre os individuos que faziam uso de apenas onésdde transcriptase. Os possiveis
mecanismos para a influéncia da terapia HAART sabcelonizacdo bucal p&@andida spp. sdo
desconhecidos. Entretanto, uma justificativa pasa eelacdo entre o uso de inibidores de protease
e uma maior incidéncia da colonizacdo oral por @spédeCandida, pode ser o fato do maior
comprometimento imunologico e maior tempo de irdiecgelo HIV dos individuos em uso de
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inibidores de protease no momento da coleta dateande saliva, ja que o uso dessa classe de
antirretrovirais somente é prescita quando a coaghim de outras classes de antirretrovirais foi
ineficaz no combate a multiplicacédo viral e conssge controle da doenca. Todavia, novos estudos
mais abrangentes podem confirmar estes achadoentebair para elucidacdo dos possiveis

mecanismos que interferem com a multiplicacdo es&meos microrganismos na superficie da
cavidade bucal.

Estudos prévios se propuseram a verificar a relegébente entre a colonizacédo da cavidade
bucal por espécies deandida com a contagem de linfécitos T CD4+ e com a cangd (LUQUE
et al., 2007; JUNQUEIRA et al., 2012; PATEL et2012). Gottfredsson et al. (1999), observaram
que a colonizacdo da cavidade bucal apresentoucomalacéo significativa com a contagem de
linfécitos T CD4+ e com a carga viral. No presesgtudo, quando analisou essa relacdo por faixas
de células TCD4+ e carga viral observou-sepumalor bem préximo de 0,05 naqueles individuos
com contagem de inferior a 200 cel/fhifinfécitos TCD4+). Isso sugere que se a amos&a d
individuos incluidos no estudo fosse um pouco maoovavelmente seria encontrada alguma
correlacéo entre a colonizacao da cavidade bucalg@wlida spp. e a baixa contagem de linfécitos
T CD4+, como foi observado por Fong et al. (199F)Ganada e por Delgado et al. (2009) no
Brasil.

Ao comparar a concentragdo de leveduras preseatsaliva dos individuos colonizados de
acordo com a contagem de linfocitos TCD4+ e caigd, \observou-se que os pacientes com uma
contagem menor de células TCD4+ apresentaram maero de UFC/mL de saliva. Isso sugere
gue uma baixa contagem de CD4+ pode estar assamatdama maior concentragao de leveduras
na saliva de individuos portadores do HIV. Talgétapode ser justificada pela hipétese de que a
infeccdo pelo HIV pode ndo s6 comprometer a imwled#a mucosa bucal como ainda estimular a
expressdo de alguns fatores de patogenicidadeededuras, ja quen vitro, observou-se que o
HIV estimula a secre¢do da enzima protease(paibicans (TOSUN et al., 2005). Entretanto,
quando essa mesma comparacao foi feita em relacd@i@a viral dos individuos estudados, nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significatiasbvez em virtude do numero de individuos
estudados ter sido insuficiente para comprovar edagao. Na literatura ndo foram encontrados
estudos que se propuseram a analisar a relaca@rbentracdo de leveduras na saliva com
diferentes faixas de CD4+ e carga viral. Desse mpd@ que essa relacao seja comprovada faz-se
necessaria a realizacao de mais estudos.

Em relacdo a comparacéo das principais caractasstio grupo portadores do HIV e de HIV
negativos, observou-se diferenca estatisticameigi@fisativa nos quesitos: habito de fumar,
presenca de comorbidades e uso de antibiéticos antelurante o periodo em que a coleta das
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amostras saliva foi realizada e média de UFC/mindigides essas que foram observadas com
maior frequéncia entre os individuos HIV positivos.

Essa diferenca entre os dois grupos talvez possajustificada pelo menor nivel
socioecondmico e menor nivel de escolaridade obhdermo grupo de individuos portadores do
HIV, situacdo essa que pode dificultar o acessofoamas de prevencdo e tratamento de
comorbidades e a informacdes relevantes para saarde, por exemplo, o quéo prejudicial é
fumar. Além do estado imunolégico mais comprometidsses individuos, que os deixa mais
vulneravel ao desenvolvimento de doencas, queamu#zes, pode resultar no uso prolongado de

antibiéticos, por exemplo, no tratamento de catt@ncas.

5.1 Sensibilidade aos antifungicos

Com o crescente numero de casos de candidiasévaneas pacientes com o sistema imune
comprometido, tem aumentado o interesse tanto pmMifingicos, quanto pelos métodos de
determinacdo do perfil de sensibilidade dos fungosssas drogas, o que auxilia de forma
significativa na escolha do melhor farmaco com agéifungica no tratamento dos pacientes em
estado critico de saude (RODERO et al., 2005).

A falha na terapia antifingica pode ocorrer em equéncia da resisténcia do microrganismo
frente ao medicamento, que pode ser intrinseca&rosido desenvolvida durante o tratamento, ou
ainda ser consequéncia da resisténcia clinicaalapgde estar relacionada com estado imunoldgico
do individuo, farmacocinética do antifingico, vémotia do fungo e com a interacdo do
microrganismo com o hospedeiro e com o medicam@@STA, 2006). Os métodos existentes
para determinacao da sensibilidade aos antifung@&osmicrodiluicdo em caldo, sistema comercial
Etest, sistemas automatizados e técnica de difdeddisco em &gar, sendo que este ultimo é
considerado o método mais simples e mais econdrodayia € ainda empregado com menor
frequéncia nos laboratorios do Brasil (BRASIL, 2p07

Os antifungicos mais utilizados no tratamento ideccbes fungicas invasivas sao
fluconazol, itraconazol e anfotericina B (MOEN ek, a2009), e mais recentemente as
equinocandinas e voriconazol (TING; WALKER, 2008ALSH; GAMALETSOU, 2013).
Assim como tem ocorrido com as bactérias, o usdasdnichinado dos antifangicos tem
impulsionado o surgimento de isolados fungicos bama sensibilidade, ou até mesmo resistentes
invitro, principalmente entre as espécies do gé@amlida (BRION et al., 2007).

O fluconazol é a droga de primeira escolha norratdo de grande parte das candidiases por
ser de facil administracdo e baixa toxicidade, @speente a oral, forma que é utilizada como
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profilatico em individuos com AIDS (BADIEE et al2010). A sensibilidade reduzida ou até
mesmo a resisténcia ao fluconazol por espéci€saddida em portadores do HIV ou AIDS ja tem
sido relatada por alguns autores, situacao essagite@ provavelmente pode ter sido desencadeada
pelo uso profilatico do mesmo ou até mesmo dodtrazol (WINGETER et al.,2007; GOLDMAN

et al., 2000). Entretanto, no presente estudo agerfcontrado nenhum isolado que apresentou
resisténcian vitro ao fluconazol, de modo que apenas isolados pravesielo grupo de pacientes
apresentaram sensibilidade dose dependente enBioelgsse antifungico, sendo um @de
albicans e dois deC. krusei. Em um estudo semelhante realizado no sul do IBrasiWingeter et

al. (2007), observou-se que 86% dos 58 isoladoSatelida spp. incluidos no estudo foram
sensiveis ao fluconazol, pela metodologia de mikrigdo. Badiee et al. (2010) verificaram em um
estudo com isolados d@andida spp. provenientes da mucosa oral e vaginal que d6%.
albicans, 17,4% deC. krusel e 4,5% deC. dubliniensis ofereceram resisténdiavitro ao fluconazol
também pelo método de microdiluigddtilizando o kit Fungifast (Bio-Rad, France), Séazh
Vargas et al. (2005b) em um estudo realizado noiddésom adultos e criancas infectados e nao
infectados pelo HIV, encontraram 3,2% das espé@€andida isoladagesistentes ao antifungico
em questdo. Na lItalia, Barchiesi et al. (2002)ificaram que 7% das amostras @andida spp.,
obtidas também da cavidade oral de portadores dé, lpresentaram sensibilidade dose
dependente ao azol em questdo, pela técnica dedihiicdo em caldo. Essa frequéncia de
resisténcian vitro ao fluconazol superior aquela observada no pregstielo, pode ser justificada
pelas diferentes metodologias utilizadas na reglizados experimentos, ja que essas, apesar de
terem a mesma finalidade, apresentam sensibilidéitbB¥entes.

Em relacdo ao itraconazol, que no inicio da déqaasada comecou a ser utilizado no
tratamento de infeccbes p@andida spp., principalmente em pacientes com neutropeioa,
apresentar um espectro de acdo semelhante ao dmndhol, e por ser menos toxico que
anfotericina B (GAFTER-GVILI et al., 2008; MONDALt @l., 2004), e no caso da candidiase oral
€ considerado uma alternativa de tratamento quangsm do fluconazol ndo apresenta resultados
positivos, por ser ativo contra as formas de cdaséem mucosas (PAPPAS et al.,, 2003), a
resisténciain vitro foi encontrada no isolado dé. peliculosa e um deC. glabrata, ambos
provenientes das amostras de saliva dos gruportkdpees do HIV. Entretanto, uma porcentagem
relevante das amostras estudadas (50,4% dos isalad@acientes e 77,2% das amostras do grupo
de HIV negativos) apresentou sensibilidade interéred contrariando os achados de Luque et al.
(2008), que das 42 amostras @andida spp. estudadas, observaram que 10 foram resisiante
vitro e 8 apresentaram sensibilidade intermediariaraodibazol. Sanchez-Vargas et al. (2005b),
verificaram em seu trabalho que 28,9% dos isolaldoSandida spp. apresentaram sensibilidade
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intermediaria ao antifangico em questao. Li et(2013) verificaram em seu estudo que 13,8% e
12,8% dos isolados do individuos HIV positivos e gimpo de ndo portadores do virus,
respectivamente, foram resisteni@svitro, pela metodologia de microdiluicdo em caldo, ao
itraconazol, resultado esse que € superior ao \¢merneste trabalho. Essa diferenca de
sensibilidade ainda ndo tem causas conhecidasnpalguns autores sugerem que a variagdo na
distribuicdo das espécies pode explicar esse PEALKLER; DIEKEMA, 2007), todavia pode ser
também devido ao fato de ndo haver pontos de defteidos para este antifungico, como pode ser

observado nos documentos de referéncia oficiai$S{((2009).

Em relacdo ao voriconazol, que é um antifUngicoepeente a classe dos azois relativamente
novo no mercado, observou-se que todos os isokstadados foram sensiveis, achado esse que é
maior do que o observado por Wu et al. (2012) emestndo semelhante com 241 isolados
provenientes de 193 portadores do HIV em Taiwars, @aais 97,9% também apresentaram
sensibilidade ao medicamento em questdo. Entretat@lessa et al. (2010), em estudo no Mato
grosso, encontraram uma porcentagem de levedurgéradwoCandida resistentes ao voriconazol
bem maior, sendo essa igual a 50% [Garaopicalis e 25,9% para os isolados @ealbicans. Em
uma pesquisa desenvolvida na Nigéria por Nweza ko@mya (2011) também envolvendo
amostras d€andida spp. provenientes da cavidade oral de individudé pdisitivos, apenas 2 dos
114 isolados estudados, um@ealbicans e outro deC. tropicalis, apresentaram resisténanavitro
ao voriconazol.

A anfotericina B € considerada o antifungico pado@oco para o tratamento de infeccdes
fungicas disseminadas, em virtude do seu espeeteg@lo ser grande e por existir raros relatos de
resisténcia (ESPINEL-INGROFF, 2000). Neste estédt% deC. albicans, proveniente do grupo
de individuos portadores do HIV apresentou resigaén vitro a este antifingico. Favalessa et al.
(2010), observaram em um estudo com isolados derg&andida provenientes de varios sitios
organicos de individuos HIV positivos atendidos diferentes hospitais da capital do Mato
Grosso, que 1,2% das amostragCdalbicans foram resistentes vitro a anfotericina B, além de
12,5% dos isolados d€. parapsilosis e 75% deC. krusei. Junqueira et al. (2012), também
utilizando a metodologia de microdiluicdo em calelacontrou em seu estudo que 93,75% dos 64
isolados foram sensiveis a anfotericina B. Wingeteax. (2007), encontraram em estudo na regiao
sul do Brasil, apenas 2, dos 57 isolados, testafistentes & anfotericina B. Badiee et al. (2010),
em um estudo realizado no Ird, verificou que taglsamostras d€andida spp. estudadas foram
sensiveis ao antifingico em questdo. Em um trabsghwelhante no Taiwan (YANG et al., 2010)
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foi encontrado, ap6s 24 horas de incubacgédo, sédaite a anfotericina B por 97,9% dos isolados
estudados.

Em relacdo a nistatina, que possui 0 mesmo mecardenacao que a anfotericina B, quase
nao ha relatos de resisténcia na literatura. Neepite estudo, todas as amostra€aladida spp.
foram sensiveig vitro a este antifungico. Resultado semelhante foi ¥agerno estudo de Badiee
et al. (2010) no qual todos os 234 isolados, prevees de mucosa oral e vaginal de portadores do
HIV, apresentaram sensibilidade vitro ao antifungico em questdo. O mesmo resultado foi
encontrado na pesquisa de Hamza et al. (2008) nadme, com 293 isolados @andida spp.
oriundos também da cavidade oral de portadores Wb Bensibilidade inferior a essa, foi
encontrada por Wingeter et al. (2007), onde 95%b68asolados estudados foram sensiugistro
a nistatina.

E bom lembrar que a metodologia de difusdo de disecagar utilizada neste trabalho foi
publicada ha pouco tempo pelo CLSI e, portantops@mos ainda os estudos que correlacionam 0s
resultadosn vitro com as respostas clinicas. Dessa forma, os rdeslabtidos neste estudo néo
podem ser aplicados diretamente como um guia rtantemto antifingico de pacientes com
candidiase oral no hospital envolvido. Entretaptm,ser uma técnica simples e menos dispendiosa
gue as outras existentes, ela pode ser considemadaferramenta importante na avaliacdo do
comportamento das varias espéciedadida frente aos antifungicos (fluconazol e voriconazol,

0S quais tém pontos de corte definidos) nos progsaie vigilancia epidemioldgica existentes.

5.2 Atividade enzimatica

Nos ultimos anos, houve um aumento no himero dgupses sobre os fatores de viruléncia
dos fungos, com intuito de entender melhor os nigecars de invasdo e evasdo do sistema de
defesa do hospedeiro (MACEDO et al., 2009).

A producéo de enzimas e a acao delas estdo dimtiamatacionadas com a viruléncia e com
a capacidade do fungo desencadear algum tipo eecéd (D’ECA et al., 2011). Isso, porque uma
vez aderida as células do hospedeiro, a liberagésad enzimas pelo microrganismo em questao
provocam alteracdes na permeabilidade celular aadeia de transporte de ions, permitindo assim
a invasédo e alteracdo no metabolismo celular dpduesro (GHANNOUM; ABU-ELTEEN,
1990). A producao dessas enzimas pode ser obsezwadslados d€andida spp., sendo as mais
estudadas fosfolipase e proteinase, entretantdueas pertencentes a este género também podem
produzir hemolisina e DNAse, relato das quais aiséla escassos na literatura. A expressao dos

fatores de viruléncia pelo géndtandida pode variar de acordo com a espécie, com o sitle an
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infeccdo esta instalada e com a resposta imunalddic hospedeiro, 0 que muitas vezes pode
explicar a discrepancia dos resultados observadte estudos de varias regides do mundo
(MARIJA; BOKOR-BRATIE, 2008).

Observou-se producdo de fosfolipase por 98,7% e 8&%. albicans provenientes das
amostras de saliva do grupo de pacientes e indigiddlV negativos, respectivamente. Essa
porcentagem é um pouco menor do que o observaddep@osta et al. (2006) e Junqueira et al.
(2012), os quais, em estudo semelhante, obsenammoducédo da enzima em questdo por todos os
isolados deC. albicans. Entretanto, Ying e Chunyang (2011) observaramodygao de fosfolipase
em 80% dos isolados testadosQlal bicans.

A producéo de fosfolipase por isolados m@#fuicans contraria a hipotese de que essa enzima
estaria localizada na extremidade do tubo germimatendo sua producao restrit&.aalbicans
(NIEWRTH; KORTING, 2001). Neste estudo também fbservada a atividade de fosfolipase por
isolados deC. parapsilosis, C. tropicalis e C. guililermondii provenientes do grupo de individuos
portadores do HIV, e pdE. tropicalis, C. dubliniensis e C. famata obtidas das amostras de saliva
do grupo de HIV negativos. Esse resultado corrolosrachados de D’ Eca et al. (2011), que
também observaram a atividade de fosfolipase po#céss na@lbicans provenientes de varios
sitios organicos, sendo. tropicalis a espécie com o0 maior nimero de isoladostiyas para
fosfolipase. Junqueira et al. (2012) em um estudo isolados provenientes da cavidade oral de
portadores do HIV atendidos em um hospital do estiedSao Paulo, também observou a producao
de fosfolipase po€. dubliniensis, C. tropicalis e C. krusei. Mane et al. (2011) observaram, em um
estudo também com isolados oriundos da cavidadequa 59% das espécies @andida foram
positivos para atividade de fosfolipase. Contrattaos resultados do presente trabalho, Costa et al.
(2006) e Candido et al. (2000) ndo observaram ers astudos a producdo da enzima em questao
por isolados ndadbicans. Essa divergéncia de resultados pode ser em gidadsariacdo genética
dos isolados oriundos de diferentes regides (GHANNQ2000).

A producéo elevada de fosfolipase esta diretanretdeionada com uma maior viruléncia da
levedura (IVANOVSKA, 2003). Por isso, comparou-spraducdo dessa enzima entre os isolados
provenientes dos 2 grupos de estudo e néo foi &nackandiferenca estatisticamente significativa.
Isso, talvez se deva a técnica empregada no egéudoe a gema de ovo pode servir de substrato
para acao tanto de fosfolipases quanto de lip&@STA, 2006).

Por degradar substratos importantes como alburmmaoglobulinas e proteinas da pele e
mucosas, a producdo de proteinase € um fator d€mia importante das leveduras isoladas de
mucosas (JUNQUEIRA et al. 2012; HOFLING et al., POIAYATILAKE et al., 2005). A
atividade de proteinase foi detectada na maiormisimlados deC. albicans, C. parapsilosis, C.
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tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. famata, C. guillermondii e C.

kefyr provenientes dos dois grupos de estudo. Junqueish €012) observou atividade proteinase
em todos os isolados de cavidade oral Glealbicans, C. parapsilosis e C. dubliniensis,
concordando com os achados deste estudo, entretms® mesmo grupo de pesquisadores néo
observaram em producéo de proteinaseogiabrata, C guillermondii e C. lusitaniae. Sardi et al.
(2013), estudaram somente isoladoCdalbicans e todas foram capazes de produzir proteinase.
Diferentemente do observado neste trabalho, Brata. (2012), em um estudo também com
leveduras provenientes da cavidade oral, ndo var#m atividade proteinase por isoladosCde
glabrata e C. krusa.

Ao comparar a atividade de proteolitica entre os doupos de estudo ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa. Talvezpraducdo da enzima proteinase tenha sido
semelhante entre os isolados de ambos os gruposirerde dos alimentos ingeridos pelos
individuos pertencentes aos grupos serem semethdsge, porque uma dieta rica em carboidratos
pode deixar o pH bucal menor, o que propicia aygad de proteinase pQandida spp. (WU;
SAMARANAYAKE, 1999).

Os estudos sobre a atividade hemolitica por espée€andida ainda séo recentes, sendo
gue pouco se sabe sobre a producdo desse fatouldmeia nas leveduras desse género (FAVERO
et al., 2013). Manns et al. (1994) foram os priogia observarem a presenca de atividade
hemolitica emC. albicans. Luo et al. (2001) foram os primeiros pesquisasi@eestudarem a
presenca de atividade hemolitica em isoladosCdegoarapsilosis e C. tropicalis. Tem sido
considerado que a produc¢do de hemolisinaJamdida spp. € um fator inerente desencadeado em
condicoes especificd5AVERO et al., 2011; LUO et al., 2001). A maiorrfgados isolados de
Candida spp. estudados foram positivos para a producdbedeolisina, corroborando com os
achados de Mane et al. (2014ke em um estudo com isolados provenientes daameidral de
portadores do HIV verificou que todos eles foramsifios para atividade hemolitica. Do mesmo
modo, Tsang et al. (2007), em um estudo com isslddacavidade oral de individuos com diabetes
tipo 2, observaram que a maioria desses isoladeseqaram atividade hemolitica.

Contrariando os achados deste estudo, Franca €04l0) observaram que a espécie com
maior numero de isolados produtores de hemolis€.foiopicalis. Rorig et al. (2009) observaram
atividade hemolitica somente & parapsilosis e C. albicans. Luo et al. (2001) ndo observaram
atividade hemolitica em isolados @ parapsilosis, descrevendo atividade hemolitica €n
tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C. dubliniensis.

A diferenca na frequéncia de espécies @mdida que produzem hemolise pode ser
justificada pela relativa dificuldade em quantifica atividade hemolitica, j& que sao utilizadas
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diferentes definicdes ou interpretacfes para ogcdadhemoliticos. No presente trabalho, foi
seguido um modelo de atividade, que embora aleatpermitird comparacdo com resultados de
futuros estudos. O indice adotado segue um modejmgto por Price et al. (1982), utilizado para
expressar a atividade de fosfolipase em agar,mguentanto, fornece um modelo de indice e escore
pratico e facil de ser aplicado.

A atividade de DNAse é um fator de viruléncia janlwecido e estudado entre algumas
espécies de bactérias, como por exemplo, o gé&aphylococcus (SANCHEZ; COLOM, 2010).
Entretanto, entre as leveduras € bastante escassmero de estudos voltados para a producéo de
DNAse, sendo que na literatura ndo foi encontragltham trabalho que avaliou a producgéao de
DNAse por espécies d€andida. Neste estudo, isolados d& albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. guillermondii, C. kefyr e C. krusel apresentaram atividade DNAse positiva.

Sanchez e Colom (2010) observou a producao de DE#sisolados ambientais e clinicos de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus Gatti, sendo que todos os isolados apresentaram
atividade DNAse, sendo os isolados clinicosCdeeoformans os que produziram a enzima em
guestdo com mais frequéncia. Cazin et al. (1968¢mbu que a capacidade de produzir DNAse é
uma caracteristica do généoyptococcus ja que todos os isolados expressaram essdoali.

A atividade de DNAse nao tem sido descrita @amaioria dos isolados fungicos. Todavia,
como foi observado, uma quantidade significativaistidados deCandida spp. analisados neste
estudo apresentaram, em maior ou menor frequémtividade da referida enzima. Talvez a
escassez de relatos se dé em virtude da dificuldeder mostrada a atividade da enzima, uma vez
gue a metodologia requer tempo prolongado de iné@da assiduidade técnica na observacéo do
resultado, motivo pelo qual os resultados foramresgps em positivos e negativos, € néo
guantificados ou semi-quantificados, como foi feitom a producdo de proteinase, fosfolipase e
atividade hemolitica. A analise de maior nUmerdsdiados de cada espécie podera mostrar melhor
a distribuicdo de frequéncia de isolados por esp@mdutoras de enzima. Para isso, cuidados na
interpretacdo dos resultados dos testes, ou talypedironizacao e aperfeicoamento de uma técnica
com sensibilidade e condicbes adequadas de inculsgjam necessarios para que resultados
reprodutivos e confiaveis para diferentes estuda®mm isolados de diferentes origens, possam ser
comparados.

Ao comparar a producéo de DNAse entre os isolddesdois grupos de estudo observou-se
diferenca estatisticamente significativa. A justifiva para tal diferenca ndo é conhecida, sendo
necessarios mais estudos sobre como ocorre e ers cuadicdes a producdo da mesma é

estimulada.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu conhecer as prirgipgpécies déandida spp. que colonizam a
cavidade oral dos pacientes HIV positivos atenditmaAmbulatério de Moléstias Infecciosas do
HC-UFU e de um grupo de individuos ndo portadocelsi V.

E ainda, foi possivel concluir que:

1) A maioria dos pacientes participantes da peaqstava colonizada por pelo menos uma espécie
de Candida, diferentemente do observado no grupo dos HIV thets

2) A espécie mais frequente em ambos os grupds. fbicans;

3) O uso de antibidticos e de prétese dentariao efitétamente relacionados com a colonizacéo
bucal porCandida spp. entre os individuos portadores do HIV;

4) O uso da HAART néo teve influéncia na redugéoalanizagéo bucal,

5) Uma baixa contagem de linfécitos TCD4+ paretareslacionada com uma maior concentracao
de leveduras presentes na saliva dos portadornd$\jo

6) A contagem de UFC/mL foi bem maior entre osauotes do HIV;

7) Os antifungicos nistatina, voriconazol e anfotea B apresentaram o maior nimero de amostras
de Candida spp. sensiveis em ambos os grupos, seguidos petm#zol e itraconazol;

8) A maioria das espécies estudadas de ambos pesgapresentaram atividades de fosfolipase, de
proteinase e hemolitica positivas;

9) Houve diferenca estisticamente significativaatisidade da enzima DNAse entre as leveduras
isoladas do grupo de pacientes e do grupo de dthbei HIV negativos, entretanto essa diferenca

nao foi observada para as atividades de fosfoljgaséeinase e hemolitica.
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ANEXO A

Unwersidade Federal de Ucerlidndia
Pro-Raitoria de Pesguiza e Pos-Graduagio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

A JoSo Maves de Avila, n® 2121 - Bloco A = sala 224 - Campus Santa Manica - Useriandia-MG =
CEP 38408-144 - FONME/FAX [34) 3235-4131

AMALISE FINAL N2 0241/12 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CERP/UFL
38811

Projeto Pesguisa: “Avaliagao da frequéncia, atividade enzimatica e sensibilidade a
antifingicos de leveduras do género Candida isoladas da cavidade oral de pacientes
portadores de HIV".

Pesguisador Aesponsavel: Reginalde dos Santocs Pedroso

Ce acordo com as atribuigbes definidas na Aesolugdo CMNS 186/86, o CEP manifesta-se pela
aprovagdo do protocolo de pesguisa proposto.

O protecole ndc apresenta preblemas de ética nas condutas de pesguisa com seres humanos,
nos limites da redagac e da metcdologia apresentadas.

O CEP/UFU |lembra gue:

a- segundc a Resclugaoc 186/86, o pesguisador devera arguivar por 5 anocs o relatorio da
pesguisa & os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido., assinados pelo sujeito dse
pesguisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesguisador para conferéncia o relatéric e
documentagdc pertinente ao projeto.

G- a aprovagac do protocole de pesguisa pelo CERP/UFU da-se em decorréncia do atendimento
a Resolugac 186/268/CMNS, nac implicandc na gualidade cientifica do mesmo.

Cata de entrega do Relatdrio Parcial: dezembro de 20712

Data de entrega do Relatoric Final: dezembro de 2073.

SITUACAD: PROTOCOLO APROVADO

OBS.: O CER/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AC CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Ubertdndia, 03 de fevereiro de 201 2.
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar esqusa intitulada Avaliagdo frequéncia,
atividade enzimatica e sensibilidade a antifungicosle leveduras do génerdCandida isoladas da
cavidade oral de pacientes portadores de HIVsob a responsabilidade dos pesquisadores Regicalsl
Santos Pedroso, Ralciane de Paula Menezes, Méulm Panante Penatti, Adriano Gongalves Martins,
Lucivania Duarte Silva Malvino, Tomaz de Aquino Moa, Walkiria Machado de S&, Denise Von Dolinger
de Brito e Aércio Sebastido Borges.

Nesta pesquisa nos vamos estudar os microrganismgadores da candidiase (sapinho) nas pessoas
portadoras e ndo portadoras do HIV. Sua particqpaginsiste, caso queira, em fornecer uma pequena
guantidade de saliva, que seré coletada em retgpestéril e de uso individual por vocé mesmo. Bepo
disso faremos uma avaliagdo dos microrganismo®pies na amostra no laboratério. Essa coleta aéo tr
nenhum desconforto ou alteragéo do seu estadalde.sdale lembrar que todos nés temos microrgaraismo
em nosso organismo e que somente em algumas ceasjieciais eles podem desencadear alguma doenga.

Tanto o Termo de Consentimento Livre e Esclareqgitimto a coleta do material ser& realizada pelos
pesquisadores Reginaldo dos Santos Pedroso eratigaPaula Menezes.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os afudt da pesquisa serdo publicados e ainda sim
sua identidade sera preservada.

Vocé nao terd nenhum gasto ou ganho financeiro pparticipar da pesquisa.

Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa qualquer momento sem nenhum prejuizo ou
coacéao.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esekcido ficard com voceé.

O risco existente durante a realizacdo da pesqiska revelacdo da sua identidade, todavia,
considerando o0 modo com que a pesquisa sera cdagdesse evento sera reduzido ao minimo. A sua
identidade sera mantida sob sigilo profissional, tedas as instancias, sendo conhecida apenas )pelo(s
pesquisador(es) que realizou(ram) a coleta de dadi@asamostra, e pelo médico especialista quendate
caso vocé seja paciente atendido no HC-UFU.

Como beneficios, a pesquisa permitird conheceos@ & colonizado ou ndo por espécie€atadida,

e ao médico intervir de forma preventiva ou paatatnento em casos de infec¢des que poderdo ooorrer

futuro.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé pahdrar em contato com: Prof. Dr. Reginaldo dos
Santos Pedroso e Ralciane de Paula Menezes, famazonas, s/n, Bloco 4k, sala 111, Campus Umuarama
- Uberlandia-MG, CEP: 38400-902, fone: 34- 32182446com Lucivania Duarte Silva Malvino e Tomaz
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de Aguino Moreira, no Laboratorio de Andlises @as do Hospital de Clinicas de Uberlandia, no rsdi
Micologia, na Rua Par4d 1720, Campus UmuaramdJberlandia-MG, CEP: 38405-382, fone: 34-
32182600. Podera também entrar em contato com dt€ai@ Etica na Pesquisa com Seres-Humanos —
Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naeedvila, n° 2121, bloco 1A, sala 224 Campus Santa
Monica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-144; fone: 2821131.

Uberlandia, ....... de ........ de 2012.

Ralciane de Paula Menezes Reginaldo dos SarRedroso

Eu aceito participar do projeto citado acima, volurtariamente, apos ter sido devidamente esclarecido.

Nome legivel:

Assinatwlo Participante da Pesquisa



APENDICE A

FICHA EPIDEMIOLOGICA

SN NEE NN

Y

N° de Controle Interno: paciente: P

controle: fissional da saude —C

Iniciais do nome:
ldade:

Sexo:
Etnia: - caucasiano

- negro
- indigena
- oriental
- mestico

Endereco: - zona rural

- zona urbana
- periferia

Paciente internado: - Sim

- Nao

Data da internacéao:

Tempo de internagéo:

prossional de outros setores > C

E usuério de protese dentaria: - Sim

» Ha quanto tempo?

aol

v' Usuério de aparelho ortodéntico: - Sim

- Nao



» Ha quanto tempo?
v' Como faz a higiene bucal: - Escova dental

- Escové&io dental

A\

Frequéncia:

(\

Faz uso de enxaguante bucal / n°® de vezes por dia:
v' E usuério de drogas: - Sim
- Néao

v Faz uso de bebidas alcodlicas?
» Frequéncia:

v Fumante?
» Ha quanto tempo?
» N° de cigarros por dia:

v' Jarealizou transplante: - Sim

- N&o
» Que tipo?
v" Necessitou de internacdo na UTI: - Sim
- Néo
» Quanto tempo:
v' E portador de: - HIV ortagem CD4 e CD8:

- Diabete

- Neoplasia (Igcal

- Doenga cronica:

- Hipertenséo:

- Problemas card&a
- Protese:

- Outras:

v" Precisou ou precisa: - hemodialise

- terapi@unosupressora
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- quirtecapia
- racidpia
- veagho mecanica

- nueigparenteral

- sor(tipo):
- catetenoso central (quanto tempo):

Fez uso de antibidticos nos ultimos 10 dias: - Sim

- Nao

Quais:

Periodo:

Fez uso de antifungicos nos ultimos 30 dias (patartmicoses): - Sim
aol

Quais:

Periodo:

Motivo / agente:

Ha quanto tempo:

Faz uso de terapia antiretroviral: - Sim

Nao

Qual:

Periodo:

Ha quanto tempo:
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APENDICE B

1) Meio Agar Sabouraud Dextrose (LACAZ et al., 2002

Dextrose (Synth)........ccceeevveiiiiiiiiieieeeen. 409
Peptona (Merk)..........cooooeveeiiiiiiiiiiiieeen. 10g
Agar bacteriologico (Difco)...................... 15¢g
Agua destilada...........c.cccoerererieennnnn. 1000mL

Dissolver a quente. Distribuir em tubos 20x200mnautoclavar a 12, durante 15 minutos.

Solidificar em posicao inclinada. Conservar em dgila.

2) Meio Agar Miieller-Hinton acrescido de azul detitero e glicose (CLSI, 2004)

Agar Mueller-Hinton (Isofar)..................... 369
Glicose 2% (Isofar).........ccoeeeeeeiieeie e 20g
Azul de metileno (Merk)..........cccvvvvvnnnnns 500ug
Agua destilada...........c.cccoerererieennnnn. 1000mL

Dissolver a frio e autoclavar a 121, durante 15 minutos. Distribuir em placas deiK8dmm de

didmetro) e deixar solidificar a temperatura ami@eGonservar em geladeira.
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3) CHROMagalCandida (ODDS e BERNAERTS, 1994)

Cloranfenicol..................ooiiiiinn, 0,59
Mistura cromogénica...........ccceeeeeeeieeeeennns 22¢g
Peptona (Merk)..........coooeeeeiiiiiiiiiiiieeenn, 10,29
Agar bacterioldgico (Difco).......cccvveeeeennnns 15¢g
Agua destilada...........c.cceereririrennnen. 1000mL

Conforme a recomendacao do fabricante, dissovguente, 47,7g do conteuddo em 1000ml de agua
destilada. ApGs a fusdo do &gar distribuir cerc2@eL do meio em placas de Petri (90mm de didmetro)

Conservar sob refrigeragéo.

4) Agar fuba (LACAZ et al.,1991)

Fuba (Carrefour).........cooiiiiiiiiiieee. 40g
Agar bacterioldgico (Difco).......cccvveeeeennnns 22¢g
Tween 80 (Merk)......cccoovvvuvvvviiiniiiiiiiininnns 0,2mL
Agua destilada...........c.cccoerererirrennnnn. 1000mL

Suspender o fuba em 4gua e aquecer em banho-m&0&Ca durante 1 hora. A seguir filtrar a
suspensdo com auxilio de gaze dobrada e completdume até 1000mL. Adicionar o agar e aqueceraté
completa dissolugdo dos componentes. Adiciondween 80 e homogeneizar o meio para distribuir nos

tubos, e autoclavar a 121, durante 15 minutos. Conservar sob refrigeracéo.
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5) Meio C — para assimilacéo de fontes de carbmdtaACAZ, et al.,1991)

Sulfato de aménio (Ecibra)................... 59
Fosfato de potassio monobéasico (Reagen). 19
Sulfato de magnésio heptaidratado (Merk) 0,59
Agar bacterioldgico (Difco).......cccvvveeeennnns 20g

Agua destilada...........c.ccceerererirenennn. 1000mL

Suspender 0os componentes em agua destilada, sabaagie aquecer até fusdo do agar. Distribuir
18mL do meio em tubos 25X200mm, em seguida eg@rikm autoclave a 121, durante 15 minutos.

Conservar em geladeira.

6) Meio N — para assimilacao de fontes de nitrog&nikiCAZ et al.,1991)

Glicose (Isofar)......cc.ccoevvviiii i, 20g
Fosfato de potassio monobésico (Reagen). 19
Sulfato de magnésio heptaidratado (Merk) 0,59
Agar bacterioldgico (Difco)........ccvvvveeennnn. 20g

Agua destilada...........c.ccceereririrennnnn. 1000mL

Suspender 0os componentes em agua destilada, dabhaagiexceto a glicose. Aquecer até fusdo do

agar. Acrescentar a glicose. Distribuir 18mL do anem tubos 25X200mm, em seguida esterilizar em

autoclave a 12, durante 15 minutos. Conservar em geladeira.
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7) Agar fosfolipase (PRICE et al., 1982).

Peptona (Merk).......c.c.oooviiiiiiiiii. 10g
Glicose (Isofar)......cccccvvveeiiiiiiiiiiieeee 20g
Cloreto de sédio (Reagen).........cccvvvvvnnnnnns 57,39
Cloreto de calcio (Reagen)........ccceveeeeeennes 0,55g
Agar bacteriol6gico (Difco)............ccu....... 20g
Emulsédo de gema de ovo a 50%................ 160mL
Agua destilada...........c.cccoerererieennnnn. 1000mL

Colocar todos os componentes em baldo volumétacescentar a agua destilada, esterilizar em
autoclave a 121°C por 15 minutos. Resfriar a 588cjonar160mL de emulsdo de ovo a 50% (80g de gema
de ovo, homogeneizada com 80mL de solugdo fisicéo@sterilizada, em frasco com pérolas de vidro

estéreis). Distribuir em placas de Petri (90mmiéendtro). Conservar em geladeira.

8) Agar proteinase (RUCHEL et al., 1982)

YCB - Yeast Carbon Base (Difco)........... 11,79
Albumina Bovina Fracéo V (Sigma).......... 29
Protovit (ROChe)...........uvviiiiiiiiiiiiiet 2,5¢
Agua destilada..............ccoeveeeeeieenennen, 1000mL
Agar bacteriol6gico (Difco)............ccu....... 20g

Em um béquer dissolver os componentes em agudades® esterilizar por filtracdo, utilizando
membrana Millipore de 0,22um. Em seguida, adicicalbumina e o Protovit ao agar baxterioldgico
acrescido de YCB e agua destilada previamenteedigtefos em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Distribuir em placas de Petri (90mm de didmetranservar em geladeira.
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9) Agar SangueRORIG et al., 2009)

Dextrose (Synth).......ccceeeveeviiiiiiieieeeen. 30g
Peptona (Merk)..........coooeeeeeiiiiiiiiiieeen. 10g
Agar bacteriologico (Difco)...........c.c......... 15¢g
Sangue de carneiro.......cccccveeeeeeeiiecieenn.n. 70mL
Agua destilada............c.cooevevevireieennne, 1000mL

Dissolver a dextrose, peptona e o0 agar bactercdm agua destilada. Esterilizar em autoclave a
121°C, durante 15 minutos. Resfriar até 50°C e, emidagcrescentar o sangue de carneiro e

homogeneizar bem. Distribuir em placa de Petri (@Qfe diametro). Conservar em geladeira.

10) Agar DNase SANCHEZ; COLOM, 201D

Peptona (Merk).......ccccooveiiiiieiii i, 20g
DNA (Reagen)........ccccvveeeeeevieeeieeneeeicaen, 29
Cloreto de sodio (Reagen).........cccvvvveeeeennnns 59
Agar bacteriolégico (Difco)........cccceeeennnee. 20g
Agua destilada...........c.cccoerererieennnnn. 1000mL

Conforme a recomendacao do fabricante, dissolvgre&®1000mL de agua destilada. Hidratar por 15
minutos. Aquecer agitando frequentemente e ferged gminuto. Esterilizar em autoclave a iQ1durante

15 minutos. Resfriar até 50°C e, em seguida, bistril5mL em placa de Petri (90mm de didmetro).

Conservar em geladeira.
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11) Solucéo fisiologica (NaCl 0,9%)

Cloreto de SOdi0..........cccevvveiriiiriiiennene, 0,85¢g

Agua destilada ..........c.cooeveeeeeieenenne, 100mL

Adicionar o cloreto de sddio na agua destilada exdgenizar. Distribuir em tubo$0x75mm, e

esterilizar em autoclave a 1°Z1, durante 15 minutos. Conservar em geladeira.



