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RESUMO

Devido a imunossupressdao resultante da quimioterapia e radioterapia, pacientes
oncoldégicos e onco-hematolédgicos frequentemente apresentam manifestagGes orais
causadas por fungos oportunistas presentes em sua microbiota. A candidiase da mucosa
oral, doenca oportunista causada por leveduras do género Candida, além de ter
interferéncia direta na qualidade de vida do paciente, pode levar a complicacdes
sistémicas, aumentando os riscos de morbi-mortalidade e os custos do tratamento. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia de Candida spp. em isolados
coletados da mucosa oral de pacientes oncolégicos submetidos a tratamento em um
hospital publico de Varginha-MG. Foram coletadas amostras da mucosa oral de 21
pacientes, por meio de swab estéril, que foram inoculados em caldo BHI com
cloranfenicol. As amostras sugestivas de leveduras foram isoladas em Agar Sabourand e a
identificacdo realizada através do meio cromogénico CHROMagar Candida. Das 21
amostras, 12 (57,1%) nao apresentaram crescimento e 9 (42,9%) foram positivas para
leveduras, sendo sete (77,8%) das amostras pertencentes a C. albicans, uma (11,1%) a C.

tropicalis e uma (11,1%) a C. albicans e a C. tropicalis.
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ABSTRACT

Immunosuppression resulting from chemotherapy and radiotherapy in oncological and
onco-haematological patients often involves oral manifestations caused by opportunistic
fungi. The oral candidiasis caused by Candida species, directly affects the life quality of
patients and can cause systemic complications, increasing the risk of morbidity and
mortality and treatment costs. This study aimed to assesses the prevalence of Candida
spp. isolates collected from the oral mucosa of patients undergoing oncological treatment
in a public hospital in Varginha-MG. The samples were collected from 21 patients, by
swab, inoculated into BHI broth with chloramphenicol. Samples suggestive of yeast were
re-inoculated on medium BHI Agar and submitted to identification by CHROMagar
Candida to differentiate the species. From the 21 samples, 12 (57.1%) didn’t present
growth and 9 (42.9%) were positive for yeasts, where seven samples (77.8%) presented C.

albicans, one (11.1%) C. tropicalis and one (11.1%) both C. albicans and C. tropicalis.
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INTRODUCAO

Devido a imunossupressdo resultante da quimioterapia, pacientes oncolégicos e onco-
hematoldgicos frequentemente apresentam manifestacdes orais causadas por fungos
oportunistas. Essas manifestacdes podem causar interferéncia significativa na terapéutica
e até mesmo levar o paciente ao obito (Santos, 2005 apud Hespanhol et al., 2010, p.
1086).

A candidiase da mucosa oral é uma doenca oportunista causada por leveduras do género
Candida, tendo como a mais frequente a espécie Candida albicans, seguida pelas espécies
consideradas Candida nao-albicans, como C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
krusei; e mais recentemente a C. dubliniensis (Quindds, 2002; Sidrim & Moreira, 1999;
White et al., 2004 apud Avrella & Goulart, 2008, p. 205).

C. albicans é um comensal natural da microbiota da cavidade oral, correspondendo em 60

a 70% desta (Stenderup, 1990 apud Jorge et al., 1997, p. 1). Em situa¢Oes especificas



podem adquirir forma parasitaria e agravar o quadro do paciente (Macfarlane &
Samaranayake, 1990 apud Jorge et al.,, 1997, p. 1), causando candidiases bucais e
complicacdes sistémicas, aumentar os custos do tratamento para o hospital e para o
paciente, além de ter interferéncia direta na qualidade de vida do paciente e na
terapéutica (Hespanhol et al., 2010, p. 1086).

A quimioterapia antineopldsica é um fator de risco que potencializa a suscetibilidade do
organismo a candidiase devido a imunossupressado, favorecendo a instalacdo de Candida
spp., bem como de outros componentes da microbiota (Avrella & Goulart, 2008, p. 205).
Este trabalho teve como objetivo avaliar a frequéncia de C. albicans e Candida nao-
albicans em isolados coletados da mucosa oral de pacientes oncoldgicos submetidos a
tratamento em um hospital da cidade de Varginha-MG, uma vez que conhecer a
microbiota normal desses pacientes pode ser util no conhecimento das infeccGes

causadas por esses potenciais patdgenos.

MATERIAIS E METODOS

As amostras foram coletadas, por meio de swab estéril, amostras da mucosa oral de 21
pacientes de um hospital oncoldgico do municipio de Varginha-MG, sendo 20 submetidos
a quimioterapia e um que estava realizando radioterapia na regiao bucal.

ApOds a coleta, os swabs foram inoculados em caldo BHI (Brain and Heart Infusion broth)
com cloranfenicol (0,5g/L) e incubados a 350C por até 15 dias. Posteriormente a turvagdo
do meio, as amostras foram repicadas em placas contendo Agar Sabourand e uma vez que
houve crescimento, as colbnias isoladas sugestivas de Candida spp. foram submetidas a
microscopia, mediante a coloracdo de GRAM, e posteriormente identificadas as espécies
presentes na amostra.

Foi realizada a identificacdo presuntiva da espécie de levedura através do CHROMagar
Candida®, meio de cultura que diferencia as espécies através de substancias cromégenas:
C. albicans pela cor verde claro, C. tropicalis pela cor azul, C. krusei pela cor rosa (de
aspecto rugoso); além de sugerir C. glabrata pela cor lilas e C. parapsilosis pela cor rosa

(de aspecto liso), sendo necessario para essas duas a realizacdo de testes bioquimicos



para maior certeza. Foram incubadas em seguida em estufa a 370 C por 48 horas (ARAUJO
et al., 2005, p. 40).

Todos os meios de cultura (para indculo, crescimento e diferenciacdo cromogénica)
apresentaram controles negativos satisfatérios.

Os dados foram analisados de forma descritiva simples através de distribuicio de
frequéncia simples e absoluta utilizando do programa Microsoft Excel 2013.

O projeto foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario do Sul
de Minas (UNIS-MG) sob o parecer numero 642.428. Foi solicitada autoriza¢cdao do hospital
em estudo e a coleta das amostras realizadas apds explicacdo do projeto e coleta da

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos voluntdrios da pesquisa.

DESENVOLVIMENTO

Leveduras sdao microrganismos comuns a microbiota normal da mucosa oral, sendo
Candida spp. as mais predominantes. Comensais por natureza, os microrganismos do
género Candida colonizam o hospedeiro sem causar danos a seu organismo, porém,
alguns fatores podem converter o quadro de comensalismo para parasitismo, trazendo
danos a saude do hospedeiro (Jorge et al., 1997, p. 1; Nasution, 2013, p. 1).

A candidiase oral é uma doenca oportunista, pois uma vez que o sistema imunoldgico esta
comprometido, ela se desenvolve e se instaura no organismo, ou seja, a integridade
imune do hospedeiro é importante como fator para que a Candida sp. continue se
comportando como comensal e nao se proliferar excessivamente causando a candidiase
(Nasution, 2013, p. 268). Nas ultimas décadas, a candidiase vem se tornando mais
recorrente devido a higiene bucal mal realizada, tratamentos prolongados que utilizam
antibiodticos indiscriminadamente, queda da imunidade, entre outros fatores (Moreira et

al., 2001 apud Avrella & Goulart, 2008, p. 206).

Quimioterapia e a imunossupressao
Uma vez que a quimioterapia induz a uma vasta gama de efeitos adversos orais agudos ou

ndo que causam sintomas, importantes informagGes por parte dos pacientes podem ser



levantadas (Wilberg et al.,, 2013, p. 3). Devido a intensa imunossupressao advinda da
quimioterapia e ao fato de que os quimioterdpicos podem causar danos aos tecidos da
mucosa oral, dias apds o inicio da terapia antineoplasica, instaura-se a mucosite oral, com
ulceragao e inflamagao da mucosa, resultando em dor, edemas, eritemas e desconforto. A
neutropenia — queda do numero de neutréfilos — favorece a suscetibilidade aos
microrganismos oportunistas como a C. albicans (Hespanhol et al., 2010, p. 1086).
ComplicagOes agudas e cronicas também costumam acontecer em pacientes submetidos a
radioterapia de cabeca e pescoco e a complicacdo clinica mais comum é a candidiase. E
estimado que 50% deste grupo de pacientes sofram de candidiase (Farah et al., 2001, p.
358).

O paciente submetido a quimioterapia se encontra em uma situacdo desfavoravel devido
a sua condicdo primdria (o cancer) e ao préprio tratamento quimioterdpico. Estas
manifestacbes orais podem ser graves o suficiente para interferir nos resultados da
terapia aplicada pelo médico, acarretar em complicacdes sistémicas, aumentar os custos
do tratamento para o paciente e para o hospital, aumentar o tempo de internagdo no
hospital e prejudicar a qualidade de vida do paciente (Hespanhol et al., 2010, p. 1086).
Pode-se observar na literatura que por volta de 40 a 50% dos pacientes oncolégicos e
hemato-oncoldgicos que s3o submetidos a quimioterapia apresentam diversas
complicagdes orais (como mucosite, xerostomia e/ou infec¢Ges fungicas — como a
candidiase oral — ou virais) (Cacador, Gaeti & Martins, 2002 apud Hespanhol et al., 2010,
p. 1086; Wilberg et al., 2013, p. 12), porém, a colonizacdo por Candida na cavidade oral
ndo necessariamente significa uma infec¢dao. Estudos longitudinais mostram que 25% a
75% da populacdo de individuos sauddveis carregam continuamente a C. albicans

(Sherman et al., 2002, p. 521).

Mortalidade e morbidade das infecgGes fungicas
As infeccGes fungicas relacionadas a assisténcia a saude sdo importantes causas de
morbidade e mortalidade (Oliveira et al., 1998, p. 526). A infeccdo da corrente sanguinea

(candidemia) causada por Candida pode ser causada por fatores enddgenos (causada por



microrganismos do proprio paciente) ou ainda causada por fatores exogenos adquiridos
durante a estadia no hospital (Escribano et al., 2013, p. 2120). Tal complicagdo tem como
a mais frequente causa a espécie C. albicans, seguida pelas espécies C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei; e mais recentemente a C. dubliniensis (Quindés, 2002;
Sidrim & Moreira, 1999; White et al., 2004 apud Avrella & goulart, 2008, p. 205).

A mortalidade ligada a doengas fungicas invasivas continua muito alta independente da
disponibilidade de novos antifungicos e de novas estratégias terapéuticas. A C. albicans é
responsavel por uma das micoses causadas por leveduras mais frequentemente
encontradas. Micoses causadas por C. albicans e Candida ndo-albicans vém sendo cada
vez mais reportadas como emergentes, principalmente em hospedeiros
imunocomprometidos (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014, p. 1).

Outro fator complicador para o tratamento da candidiase é a emergéncia de espécies
novas mais resistentes aos antifungicos (Dalazen et al., 2011, p. 33). Os antifungicos
azélicos promoveram grande avanco no tratamento de infec¢es flungicas, principalmente
em pacientes imunocomprometidos para tratamento de leveduras, mas seu emprego
indiscriminado vem selecionando cepas resistentes (Rodrigues et al., 2007 apud Dalazen
et al., 2011, p. 34). Esta resisténcia pode ser caracterizada como intrinseca (quando toda a
populacdo da espécie apresenta resisténcia ao antifungico antes da exposicdo ao
farmaco), natural (quando algumas cepas apenas apresentam resisténcia) ou adquirida
(quando a resisténcia vem como consequéncia da exposicdo a droga) (Ribeiro, 2004;
Santos et al., 2009 apud Dalazen et al., 2011, p. 37).

A resisténcia a antiflingicos é um fenémeno bastante estudado e discutido recentemente.
E necessaria a padronizacdo dos testes de suscetibilidade para melhorar a terapéutica
(Boff et al., 2008, p. 39). Relatos de ndo sucesso da terapéutica utilizando Anfotericina-B
vém mostrando casos de Candida spp. resistentes e gerando informacgdes conflitantes,
devido a uma ndo padronizacdo de pontos de corte (Ellis, 2002; Loeffler, 2003; Park et al.,
2006 apud Boff et al., 2008, p. 39).

Os estudos epidemioldgicos mais recentes apontam que apesar de resisténcias

antifungicas entre as espécies de C. albicans permanecerem baixas espécies de C. glabrata



e C. krusei estdo emergindo como importantes causas de candidemia resistente a
antifungicos (Cleveland et al., 2012 apud Alcazar-fuoli & Mellado, 2014, p. 3).

Essas infeccbes disseminadas sdo de dificil tratamento e o impacto do perfil de
sensibilidade aos antifungicos é crucial, de modo que a utilizagdo da droga apropriada
torna-se um elemento chave no tratamento (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014, p. 1).

Existe a necessidade da vigilancia de suscetibilidade da C. albicans aos antifiingicos. A
literatura aponta crescente incidéncia de fungemias, tendo a C. albicans o posto de quarto
lugar entre as infecgBes sanguineas — avaliagao realizada entre 1979 e 2000 nos Estados

Unidos (Pfaller & Diekema, 2007 apud BOFF et al., 2008, p. 40).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar na literatura que por volta de 40 a 50% dos pacientes oncoldgicos e
hemato-oncolégicos que sdo submetidos a quimioterapia apresentam diversas
complicagdes orais (como mucosite, xerostomia e/ou infec¢bes fungicas — como a
candidiase oral — ou virais) (Cagador, Gaeti & Martins, 2002 apud Hespanhol et al., 2010,
p. 1086; Wilberg et al., 2013, p. 12), porém, a colonizacdo por Candida na cavidade oral
ndo necessariamente significa uma infecgdo. Estudos longitudinais mostram que 25% a
75% da populacdo de individuos sauddveis carregam continuamente a C. albicans
(Sherman et al., 2002, p. 521).

Neste estudo, das 21 amostras coletadas, 9 (42,9%) foram positivas para Candida sp.,
todas dos pacientes submetidos a quimioterapia. No caso da amostra de paciente
radioterapico que foi coletada (amostra 01), ndo houve crescimento de Candida spp.

No presente trabalho, quase metade dos pacientes estavam sendo colonizados, ndo
necessariamente significando que irdo desenvolver infecgdo, apesar de se tratar de um
grupo de risco. Esses dados estdo de acordo com o encontrado na literatura. Avrella e
Goullart em um estudo de 2008 sobre isolados de Candida spp. na mucosa oral de
pacientes submetidos a quimioterapia relataram que 40% das amostras foram positivas
para Candida spp. Kignel e colaboradores em trabalho realizado em 2000 acerca dos

aspectos fungicos relacionados ao cancer bucal apontam que 42,4% dos pacientes



participantes da pesquisa apresentaram positividade para identificacdo de leveduras do
género Candida spp. Martins e colaboradores (2002) analisando a prevaléncia de
leveduras do género Candida spp. em pacientes com periodontite cronica (fator
predisponente, assim como a quimioterapia) apontaram valor de 31,82% para presenca
de Candida spp. nas amostras. Moreira e colaboradores (2001) ao avaliar os biotipos de
Candida spp. na cavidade oral de criangas em escolas de Sao Paulo para ditar quais eram
as mais frequentes apontaram 47,3% de presenca de Candida spp. Ja Oliveira e
colaboradores em um trabalho de 1998 sobre toxinas killer e produgao de enzimas por C.
albicans isoladas da mucosa oral de pacientes com cancer apontaram 56,8% como
presenca de C. albicans, enquanto Penha e colaboradores (2000) em estudo sobre a
frequéncia e atividade enzimatica de C. albicans em pacientes desdentados totais com ou
sem estomatite protética, uma condicdo que tem a presenca de fungos colonizadores um
importante contribuinte, apontaram 62,3% de positividade para leveduras.
Das amostras coletadas, 12 (57,1%) ndo apresentaram crescimento de leveduras. Uma
explicacdo para este fato poderia ser a possibilidade de estes pacientes fazerem parte de
um grupo de individuos que previamente ndo estavam sendo colonizados por Candida
spp. Sherman e colaboradores (2002) em revisdao sobre candidiase oral apontam que os
individuos que carregam com si tais leveduras variam entre 25% a 75% da populacdo
apenas (dependendo da amostragem da populacdo e da sensibilidade da técnica). Outra
possibilidade para a ndo colonizacdo é a de que a quimioterapia e radioterapia possam ter
interferido na microbiota destes pacientes.

Os isolados das amostras apds crescimento em CHROMagar Candida®, segundo os
critérios descritos por Odds e Bernaerts (1994) acerca das caracteristicas das colo6nias,

foram identificadas amostras de C. albicans e C. tropicalis (Tabela 1).



Tabela 1 - Distribui¢cao das espécies de Candida spp. isoladas de mucosa oral de pacientes oncoldgicos

submetidos a tratamento

Amostra Cor das col6nias Identificacdo presuntiva
Amostra 02 Verde C. albicans
Amostra 06 Azul C. tropicalis
Amostra 08 Verde C. albicans
Amostra 09 Verde C. albicans
Amostra 11 Verde C. albicans
Amostra 12 Verde C. albicans
Amostra 13 Azul e verde C. tropicalis e C. albicans
Amostra 15 Verde C. albicans
Amostra 18 Verde C. albicans

Fonte: Os autores.

A distribuicdo percentual do nimero de amostras negativas para Candida spp. e positivas

para C. albicans e Candida ndo-albicans e esta apresentada na Figura 1.

Figura 1. Numero e distribuicao percentual do niimero de amostras negativas para Candida spp. e
positivas para C. albicans e Candida nao-albicans em relagao ao nimero de amostras coletadas de mucosa
oral de pacientes oncolégicos em tratamento.

1(4,76%)

0 Candida albicanse
Candida ndo-albicans
12 (37,14%) B Condida albicans

0 Candida ndo-albicans

O Crescimenito negativo
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Fonte: Os autores.



Neste trabalho aproximadamente 80% dos isolados nas nove amostras eram sugestivas de
C. albicans, porém, conseguimos apontar também a presenca de C. tropicalis em duas

amostras, como aponta a Figura 2.

Figura 2. Numero e distribuicao percentual da relagao de espécies de
Candida spp. isoladas da mucosa oral de pacientes oncolégicos
submetidos a tratamento.
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Fonte: Os autores.

Avrella e Goullart em trabalho semelhante (2008), no que diz respeito ao isolamento de
Candida spp. da mucosa oral de pacientes submetidos a quimioterapia, apresentaram
100% das amostras como C. albicans e Moreira e colaboradores (2001), em um trabalho
sobre a frequéncia das diferentes biotipos na cavidade oral de criangas em idade escolar,
detectaram 95% das amostras como C. albicans. Ja Oliveira e colaboradores (1998)
apontaram 96% das amostras como C. albicans e 4% como C. krusei. PENHA e
colaboradores (2000), em seu trabalho sobre fungos causando periodontite, encontraram
81,1% identificados como C. albicans no grupo com estomatite protética e 37,5% no grupo
sem, além de 25% como C. krusei e 12,5% como C. glabrata. Martins e colaboradores
(2002), em trabalho sobre a presenca de Candida spp. em pacientes com periodontite,
apontaram 83,34% de C. albicans, 10% de C. glabrata e 6,66% de C. tropicalis.

Neste estudo, das amostras positivas para leveduras, apontamos 7 amostras com a

presenca de C. albicans, uma amostra com C. tropicalis e uma amostra contendo ambas os



isolados. Pode-se considerar entdo que de 10 isolados, 20% eram positivos para C.
tropicalis, resultado maior que o relatado por Martins e colaboradores (2002), que
encontraram 6,66%, e também que o encontrado por Jorge e colaboradores em trabalho
de 1997 sobre a presenca de Candida spp. na saliva de pacientes com diferentes fatores
predisponentes, que apontaram que 8,13% das amostras foram positivas para C
tropicalis.

E importante ressaltar que das 9 amostras positivas para coloniza¢do por leveduras, uma
delas (11,11%) apontou colonizagdo por dois isolados, C. albicans e C. tropicalis. Martins e
colaboradores (2002) também encontraram situa¢cdes com coloniza¢cdo por mais de um
isolado (neste caso, C. albicans junto a C. tropicalis representaram 5,4% das amostras de
pacientes com estomatite protética).

Sendo os pacientes quimioterapicos avaliados frequentemente em suas mucosas orais,
pode-se permitir diagndstico e tratamento para estas complicagdes de forma mais efetiva,
rapida e sensivel (Sweeney et al., 1988 apud Hespanhol et al.,, 2010, p. 1091). O
tratamento ainda é limitado a um determinado numero de antifingicos, tais como:
Anfotericina-B, Nistatina, Cetoconazol, Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol e Posaconazol;
sendo os dois primeiros poliénicos e os seguintes azélicos (Quindds, 2002; Moreira &
Sidrim, 1999; White et al., 2004 apud Avrella & Goulart, 2008, p. 205).

A escolha da terapia antifungica deveria ser baseada no risco, nos perfis epidemioldgicos
para os antifungicos locais, nas interacbes medicamentosas, nas comorbidades
concomitantes e no histdrico de uso de antifungicos por parte do paciente (Bhat et al.,
2011 apud Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014, p. 8).

Quanto mais rapido e preciso for feito o diagndéstico da candidiase, mais rapido o
tratamento efetivo é aplicado ao paciente e melhores sdao as chances de recuperagao
(Mimica et al., 2009, p. 18; Morichika et al., 2014, p. 1).

No que diz respeito a rdpida identificacdo presuntiva de leveduras comuns, o CHROMagar
mostra-se extremamente Util, visto que suas caracteristicas permitem detectar culturas

mistas de Candida spp. e agilizar o trabalho na micologia e nas analises clinicas de



microbiologia dos laboratorios, seja este ambulatorial ou hospitalar (Pfaller, Houston &
Coffmann, 1996, p. 1).

Estudos recentes mostram que o nimero de infec¢des sistémicas causadas por C. albicans
vem caindo e o numero por Candida ndao-albicans vem aumentando, principalmente a C.
glabrata e a C. krusei (Olczak-Kowalczyk et al., 2010, p. 189). A C. tropicalis, C. krusei, e C.
(Torulopsis) glabrata formam a maioria de espécies de Candida nao-albicans isoladas na
maioria das instituicdes, logo, os laboratdrios deveriam ser capazes de detectar e
identificar C. albicans e outras espécies de Candida spp. nas amostras (Pfaller, Houston &
Coffmann, 1996, p. 1).

Apesar da C. glabrata ndo ser muito documentada como causadora de infec¢bes de
mucosa oral, é a de mais dificil tratamento e é associada com infec¢des sistémicas de alta
mortalidade (Li, Redding & Dongari-Bagtzoglou, 2017, p. 204).

A C. tropicalis, encontrado no presente estudo, € um patdégeno oportunista que é relatado
como segundo ou terceiro mais frequente agente causador de candidemia em pacientes
imunossuprimidos, principalmente em leucemias. Em revisdo proposta por Wingard
(1995) a respeito da frequéncia e distribuicdo de C. albicans e Candida nao-albicans, foi
apontada com 25% de prevaléncia, um numero bastante elevado. Tornam-se entdo de
suma importancia estudos sobre as espécies ndo-albicans, visto que estas estdo
aumentando em prevaléncia.

Faz-se entdo necessdria a implementacdo de programas de vigilancia epidemiolégica para
diferentes perfis de sensibilidade a antifungicos na regido para melhor conhecimento de
resisténcia (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014, p. 9) e, por conseguinte, mais rapida e eficiente

terapéutica.

CONCLUSOES
Pode-se concluir que a colonizagdo da mucosa oral por leveduras de pacientes submetidos
ao tratamento oncolégico (quimioterapia ou radioterapia) é real, e a C. albicans se destaca

como a espécie mais prevalente. No entanto, espécies de Candida nao-albicans,



consideradas como patégenos emergentes também podem estar presentes, como foram
isoladas amostras de C. tropicalis em nosso trabalho.

Sendo assim, conhecer a microbiota normal de pacientes com fatores predisponentes a
infecgdes fungicas, como os oncoldgicos em tratamento quimico e radioterapico, pode ser
util no conhecimento da epidemiologia dessa micose e medidas para rapida identificacdo

e tratamento efetivo sejam tomadas, impedindo complicagdes por parte do paciente.
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