RELATOS DE CASOS

|solamento de Candida dubliniensis da
mucosa oral de um paciente com SIDA,
no Rio Grande do Sul

Candida dubliniensis isolation
from AIDS patient’s oral mucosa
in Rio Grande do Sul

SINOPSE

Candida dubliniensis ¢ uma espécie de Candida recentemente reconhecida, com ca-
racteristicas muito semelhantes a C.albicans, mas, causando, principalmente, candidiase
oral em pacientes com SIDA. Relatamos o primeiro isolamento desta espécie no Rio
Grande do Sul, em paciente com SIDA, mas sem lesdes de candidiase oral. A identifica-
¢do fenotipica se baseou na emissdo de tubo germinativo, superproducdo de clamidoco-
nidios com disposi¢do terminal em pares ou trios, assimilacdo da sacarose, mas ndo da
xilose e incapacidade de crescimento a temperatura de 42-45°C. A identificagdo genoti-
pica, confirmando a espécie, foi realizada através de RAPD (Randomly amplified poly-
morphic DNA). Aspectos relacionados ao isolamento, identificacdo e rapido desenvolvi-
mento da resisténcia in vitro ao fluconazol sao também discutidos.

UNITERMOS: Candida dubliniensis, Micoses Oportunistas, SIDA.

ABSTRACT

Candida dubliniensis is a newly described species which is closely related phyloge-
netically to Candida albicans and which is commonly associated with oral candidiasis in
human immunodeficiency virus-positive patients. In this paper we relate the first isolati-
on of C.dubliniensis in the state of Rio Grande do Sul (Brazil) in an AIDS patient without
oral candidiasis lesions. The phenotypic identification was based on germ tube emission,
the hyperproduction of chlamydospores that were arranged in contiguous pairs and tri-
plets, on the assimilation of sucrose but not xylose and on the lack of growth at 42-45°C.
Randomly amplified polymorphic DNA(RAPD) analysis confirmed the distinct genetic
nature of Candida dubliniensis. Problems related with isolation, identification and ease
with which it is possible to induce stable fluconazole resistance in vitro, are also discus-
sed.

KEY WORDS: Candida Dubliniensis, Opportunistic Mycoses, AIDS.

o NTRODUCAO

Nos ultimos vinte anos ocorreu
significativo aumento de infecg¢des
oportunisticas causadas pelo género
Candida, sobretudo entre pacientes
com SIDA ou apenas infectados pelo
HIV (1).

Candida albicans ainda representa
a espécie mais freqiliente nestas infec-
¢oes, entretanto, outras espécies como
C.parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei
e C. glabrata tém tido significativo au-

mento. A menor suscetibilidade de C.
krusei e C. glabrata ao fluconazol é
uma das implicag¢des terapéuticas im-
portantes desta mudanga no espectro
das candidiases (1, 2).

Em 1995, na Irlanda, Sullivan et al.
(3) descreveram uma espécie de Can-
dida, freqiientemente isoladas da cavi-
dade oral de pacientes com SIDA e que
apresentavam historia de candidiase
recorrente, apesar da terapéutica com
fluconazol. Com base em estudos fe-
notipicos e genotipicos confirmou-se a
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individualidade da nova espécie chama-
da C. dubliniensis. No presente traba-
lho, relatamos o primeiro isolamento de
C. dubliniensis no Rio Grande do Sul.

@ ELATO DO CASO

No ambulatorio para SIDA do Hos-
pital Universitario de Santa Maria
(HUSM), dentro de um protocolo para
monitoramento da suscetibilidade de
fungos leveduriformes, todos os pa-
cientes, apresentando ou nao lesdes
orais, eram submetidos a tomada de
amostra do sulco gengival e porgdo
média da lingua, com um swab.

R.G.M., feminina, branca, 32
anos, natural e procedente de Santa
Maria, (RS) recebia atendimento re-
gular no Ambulatério de SIDA do
HUSM, desde 1997. A paciente tinha
também diagnoéstico de Linfoma de
Burkitt de alto grau.
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Na consulta de 26.01.1999 apresen-
tava-se sem queixas, referindo boa ali-
mentacdo, auséncia de alteragdes uri-
narias, intestinais ou respiratorias. Es-
tava utilizando Indinavir (2,4 g/dia),
Lamivudina/zidovudina (1 comp 12/
12h) e Sulfametoxazol+trimetoprin (2
comp./dia). A paciente ndo apresenta-
va lesOes orais, mas foi coletado mate-
rial da lingua e sulco gengival. O ma-
terial coletado foi semeado em agar
Sabouraud com antibacterianos. Apos
48 h de incubagdo a 30°C observou-se
o crescimento de coldnias branco-cre-
mosas que, em preparacao a fresco com
lactofenol azul-algodao, evidenciou
apenas blastoconidios. A identificagio
preliminar consistiu na producdo de
tubo germinativo, sendo positivo em
soro humano apos 2 h de incubagdo a
37°C. Concomitantemente, a amostra
foi semeada em Corn meal agar (Di-
fco) para a produgdo de clamidoconi-
dios. Apds 5 dias de incubagao obser-
vou-se grande quantidade de clamido-
conidios formando pares ou trios nas
extremidades das hifas. O grande ni-
mero e a disposicdo dos mesmos era

compativel com as recentes descri¢des
sobre C. dubliniensis. A incapacidade
de crescimento a 42°C veio confirmar
nossa suspeita e, provas adicionais
como a assimilacdo da sacarose, mas
ndo da xilose, confirmaram fenotipica-
mente C. dubliniensis. Os testes de sus-
cetibilidade, realizados de acordo com
os procedimentos preconizados pelo
documento M27-A do NCCLS (4), evi-
denciaram concentragdo inibitoria mi-
nima (CIM) de 0,5ug/ml ao flucona-
zol e de 0,1251g/ml a anfotericina B,
ou seja, franca sensibilidade aos antifun-
gicos. Posteriormente, o isolado foi sub-
metido a identificagdo genotipica através
da técnica de amplificagdo do DNA
(PCR) no Laboratorio Especial de Mi-
cologia da Escola Paulista de Medicina,
confirmando-se como C. dubliniensis.

O acompanhamento da paciente
com repetidas coletas ndo permitiram
novo isolamento, assim como nao se
verificou o desenvolvimento de can-
didiase. A paciente continua sendo
acompanhada no ambulatoério de
SIDA do Hospital Universitario de
Santa Maria (RS).

Figura 1 — Microcultivo de C. dubliniensis em agar-fuba, evidenciando abundantes
clamidoconidios (400x).
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C. dubliniensis ¢ fenotipicamente
muito semelhante a C. albicans, por-
que evidencia tubo germinativo e pro-
duz clamidoconidios. Seu reconheci-
mento tem importancia porque sua pre-
senca esta relacionada a candidiases re-
correntes da cavidade oral de pacien-
tes com SIDA e também porque existe
a capacidade destes fungos, rapidamen-
te, desenvolverem resisténcia ao fluco-
nazol (5), mesmo que inicialmente sen-
siveis (1, 2, 5),

Esta espécie ja foi identificada em
pacientes da Argentina, Australia, Bél-
gica, Canada, Franca, Finlandia, Ale-
manha, Grécia, Irlanda, Espanha, Sui-
¢a, Reino Unido e Estados Unidos (2,
3, 5). No Brasil, em 1999, Milan et al
(6), em Sao Paulo, relataram o primei-
ro caso brasileiro. Com relacdo a inci-
déncia desta levedura, os melhores da-
dos disponiveis sdo os da populagdo
irlandesa, onde foi isolada da boca de
27% de individuos HIV positivos e de
32% de pacientes com SIDA e candi-
diase oral. Da cavidade oral de indivi-
duos sadios foi isolada de 3% e dos HIV
negativos, mas com candidiase oral foi
14,6% (2,3,5). Segundo Sullivan &
Coleman (2), na maioria dos casos se
isola C. albicans e C. dubliniensis na
mesma placa e, como a identificagdo ¢
desenvolvida a partir de uma tnica co-
16nia, C. dubliniensis pode ser negligen-
ciada ou erronecamente identificada,
com base na producdo de tubo germi-
nativo. Nesse sentido, ha grande preo-
cupagdo de varios autores na inclusado
de meios de isolamento que permitam
a identificacdo preliminar de C. dubli-
niensis, como € o caso do Chromagar
Candida (CHROMagar Microbiology,
Paris, Franga) e do agar Sabouraud com
azul de metileno que evidencia fluores-
céncia de C. albicans, mas ndo em C.
dubliniensis, permitindo diferencia-las
(7,8,9). Os testes fenotipicos que per-
mitem a caracterizagdo de C. dublini-
ensis incluem sacarose (+), xilose(-),
auséncia de crescimento a 42-45°C,
auséncia de B-glicosidase, coagregagéo
com culturas de Fusobacterium nucle-
atum (10) e identificagdo por imuno-
fluorescéncia indireta (11).
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Clinicamente, C. dubliinensis apa-
rece mais freqlientemente associada
com episodios recorrentes da forma eri-
tematosa de candidiase oral. Quadros
semelhantes também podem ocorrer em
individuos ndo infectados pelo HIV e
mesmo em individuos saudaveis. No
presente caso, o isolamento ocorreu em
circunstancias distintas das relatadas
pela maioria dos autores, ou seja, 0 is0-
lamento a partir de paciente com SIDA,
mas sem lesdo oral. Além de ser isola-
da a partir da cavidade oral, C. dubli-
niensis tem sido mais raramente isola-
da da vagina e de fezes de pacientes
imunocomprometidos; ha um caso des-
crito de candidemia em paciente com
cancer e dois outros em transplantados
de medula o6ssea (12).

A emergéncia de C. dubliniensis
tem sido atribuida a importante redu-
¢do da imunidade e/ou a terapéutica an-
tifingica, que pode selecionar espécies
menos sensiveis como C. krusei, C.
glabrata e C. dubliniensis. Apesar des-
ta possibilidade, os estudos da susceti-
bilidade de C. dubliniensis tém revela-
do que a grande maioria dos isolados é
inicialmente sensivel ao fluconazol e a
anfotericina B, embora 3% dos isola-
dos tenham sido inicialmente resisten-
tes ao fluconazol. Ademais, sdo tam-
bém importantes as observacgdes sobre
a indugdo da resisténcia in vitro, que é
rapida e duradoura, mas ndo cruzada
com os demais azélicos e ndo se veri-
ficando em C. albicans (2, 5). No pre-
sente caso, observou-se sensibilidade
ao fluconazol e anfotericina B, o que
esta de acordo com a maioria dos auto-
res(1, 3, 5); todavia o potencial para
desenvolvimento rapido da resisténcia
ao fluconazol néo foi observado apos
sucessivos subcultivos em presenga de
baixas concentrac¢des de fluconazol.

O presente achado sugere que Can-
dida dubliniensis também pode fazer
parte da microbiota oral de pacientes
imunocomprometidos; os estudos de

Jabra-Rizk (10) demonstrando a coa-
gregacdo de C. dubliniensis com Fu-
sobacterium nucleatum podem expli-
car tal ocorréncia, € a0 mesmo tempo
sinalizam que as associagdes entre mi-
crorganismos de baixa viruléncia po-
dem ser significativas nos pacientes
imunocomprometidos. A potencialida-
de de C. dubliniensis em desenvolver
resisténcia ao fluconazol impde que nos
pacientes com SIDA se valorize acha-
dos como os aqui apresentados. Frente
ao exposto, cabe salientar que, devido
ao pouco conhecimento sobre C. dubli-
niensis, ¢ de grande interesse em in-
fectologia determinar a incidéncia desta
nova espécie, além do desenvolvimen-
to de estudos clinicos e laboratoriais
objetivados a esclarecer sua viruléncia,
suas implicagdes terapéuticas e preci-
sa fun¢@o na patogénese das candidia-
ses (1,11,12).
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