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Susceptibilidade de isolados de Candida de pacientes 
HIV positivos à azólicos e anfotericina B 

RESUMO

Este estudo foi objetivado a avaliar a suscetibilidade de Candida, isoladas da mucosa oral de pacientes HIV-positivos, frente ao fluconazol, 
itraconazol, voriconazol e anfotericina B. Os ensaios foram realizados de acordo com o documento M27-A3 (2008) do CLSI e interpretados 
pelos documentos M27-S3 (2008) e M27-S4 (2012). Os testes detectaram 5,8 % dos isolados resistentes ao itraconazol, de acordo com a 
M27-S3 e 16,2% de resistência ao fluconazol pela M27-S4. Frente aos demais antifúngicos, todos os isolados foram considerados sensíveis. 
Os autores discutem estes achados contextualizando-os na ótica dos novos pontos de corte espécies-específicos.
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Susceptibility isolated Candida spp from HIV 
infected patients to azoles and amphotericin B  

ABSTRACT

The aimed of this study was evaluate the susceptibility of Candida isolated from HIV-seropositive patients to fluconazole, itraconazole, 
voriconazole and amphotericin B. The assays were carried out according to CLSI M27-A3 document (2008) and interpreted by M27-S3 (2008) 
and M27-S4 (2012). Only 5.8% of the isolates were classified as resistant to itraconazole by M27-S3 and 16.2% of resistance to fluconazole 
was detected by M27-S4. Forward to other antifungals, all isolates were considered sensitive. The authors discuss these findings in the context 
of the new species-specific breakpoints.
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Introdução

Entre os pacientes HIV positivos ou com AIDS, as infecções oportunísticas causadas por Candida são frequentes e 
esperadas, porque a colonização por tais agentes, nestes pacientes, é maior do que na população em geral1-2-8-16-22-23.  

A candidíase de orofaringe permanece como infecção fúngica mais comum nos pacientes com HIV, determinante de significativa 
morbidade. Nos últimos anos, a terapêutica antiretroviral de alta potência (HAART) causou grande impacto na AIDS, onde, dentre 
muitos benefícios, incluindo redução significativa do número de pacientes com candidíase de orofaringe. Na Espanha, observou-se 
diminuição de 56% para 9,3% dos casos de candidíase de orofaringe após a introdução da HAART8-16-17-18-20-21-27.

A suscetibilidade de Candida spp. isoladas de pacientes HIV positivos ou com AIDS foi bastante explorada na era 
pré-HAART6,15 ; posteriormente observa-se uma redução de publicações abordando o perfil antifúngico desses isolados 
7- 9-13.Por outro lado, a publicação do documento suplementar do CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) nomeado 
M27-S4 de 20125, traz nova interpretação aos testes de suscetibilidade de Candida spp, o que sugere repercussões nos 
resultados da suscetibilidade. O presente estudo foi objetivado a comparar os dois critérios de interpretação (M27-S3 e 
M27-S4) das concentrações inibitórias mínimas obtidas nos testes de suscetibilidade de Candida aos antifúngicos. 

Material e Métodos

Pacientes: Noventa e oito pacientes HIV positivos ou com AIDS atendidos no Serviço de Assistência Especializada 
(SAE) em Doenças Sexualmente Transmissíveis e AIDS de Erechim (RS) foram selecionados. Esta Unidade Básica de 
Saúde polariza o atendimento de toda a região norte do Estado do Rio Grande do Sul.

Coleta de material biológico: procedeu-se a colheita de material da orofaringe de pacientes com ou sem lesões. Após 
a colheita, os swabs eram mantidos em meio de transporte para fungos e, a seguir, encaminhados ao Laboratório de 
Micologia da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e Missões (URI – Campus de Erechim)10-12.

Isolamento e identificação: os swabs eram semeados em placas contendo ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, 
e incubadas a 35°C durante 48 hs. As colônias compatíveis com Candida spp eram confirmadas através de preparação 
a fresco com lactofenol azul algodão e, a seguir, cultivadas em CHROMagar® Candida. As demais provas identificatórias 
para confirmação das espécies consistiram de: microcultivo em ágar fubá, filamentação em soro humano, hidrólise do 
Tween 80, característica colonial em ágar níger, capacidade de crescimento em caldo contendo NaCl 6,5%, fermentação 
de carbohidratos, assimilação de carbohidratos e de nitrogênio10-12-14.

Testes de suscetibilidade a antifúngicos: foram realizados pela técnica de microdiluição em caldo, de acordo com o 
documento CLSI M27-A3 (2008). Os antifúngicos utilizados foram fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B. 
As interpretações foram realizadas pelos protocolos M27-S3 (2008) e M27-S4 (2012). Candida parapsilosis ATCC 22019 
e C. albicans ATCC 90028 foram utilizadas como controles3-4-5.

Número do parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da URI Erechim: CAAE 0011.0.232.000-05

Resultados

A partir de 98 raspados de orofaringe de pacientes HIV positivos ou com AIDS, foram obtidos 68 isolados de leveduras 
do gênero Candida, evidenciando 46 pacientes colonizados ou com candidíase clinicamente bem estabelecida. Destes 
isolados, 40 (58,8%) corresponderam a C. albicans e entre os 28 (41,17%) isolados de Candida não-albicans identificou-
se as seguintes espécies: C. tropicalis (n=15), C. parapsilosis (n=5), C. lusitaniae (n= 2) e C. glabrata (n=5) e C. 
dubliniensis (n=1). De acordo com os breakpoints estabelecidos pelo CLSI (M27-S3, 2008) detectou-se 4 (5,8%) de 
isolados resistentes ao itraconazol [C. albicans (n=1), C. tropicalis (n=1) e C. glabrata (n=2)]. Quando considerou-se 
os novos pontos de corte (breakpoints) espécie-específicos estabelecidos pelo documento M27-S4 (2012), o estudo 
detectou 8 isolados de C. albicans e 3 de C. tropicalis resistentes ao fluconazol. Desta forma, com base nos critérios de 
interpretação da M27-S4 contabilizou-se 11 (16,2%) isolados resistentes ao fluconazol. A tabela 1 evidencia a significativa 
alteração no número de isolados classificados como sensíveis-dose-depententes (SDD) quando as duas técnicas são 
comparadas. Nenhum isolado foi considerado resistente ao voriconazol e a anfotericina B.
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Tabela 1 - Suscetibilidade de Candida spp. isoladas da orofaringe de pacientes HIV/AIDS. 
Detecção de isolados não sensíveis com base nos breakpoints do CLSI M27-S3 e M27-S4. 

(*) n = número de isolados , ATF  = antifúngicos, FLZ (fluconazol), ITZ (itraconazol), VRZ (voriconazol), AMB (anfotericina B), CIM (Concentração 
Inibitória Mínima), R (resistente), SDD (sensíveis-dose-dependente)
(--) antifúngicos ou espécies não contempladas na M27-S4 
(?) M27-S4 não traz breakpoints nesta situação

Discussão

Neste estudo incluíram-se pacientes HIV positivos e pacientes com AIDS com ou sem lesões de orofaringe, porque as 
relações entre colonização e infecção por Candida são complexas entre estes pacientes.

Em relação às espécies isoladas, C. albicans (58,8%) foi a mais prevalente, seguida de C. tropicalis (22,05%), C. 
parapsilosis (7,35%), C. glabrata (7,35%), C. lusitaniae com 2,94% e C. dubliniensis com 1,47%. Este perfil está de 
acordo com observações de outros autores que confirmam o destaque para C. albicans19-21-23-25.

No presente estudo isolamos, ainda, C. dubliniensis; esta espécie foi reconhecida somente em 1995, na Irlanda, a 
partir de um estudo sobre a candidíase de orofaringe em pacientes com AIDS14. O fato de C. dubliniensis emitir tubo 
germinativo em soro humano a 37°C e produzir clamidoconídos em ágar-fubá, sugere C. albicans; somente com provas 
fenotípicas adicionais como a ausência de crescimento em caldo Sabouraud contendo NaCl 6,5% ou a avaliação das 
bordas das colônias em ágar níger permite a diferenciação entre estas duas espécies tão relacionadas. C. dubliniensis 
é um componente menor da microbiota da boca e a importância de sua detecção está na sua facilidade em adquirir 
resistência ao fluconazol durante antifungicoterapia prolongada com este azólico14.

Espécies n* ATF CIM (µg/mL) Breakpoints 
M27-S3

Breakpoints 
M27-S4

Intervalo CIM 50% CIM 90% R SDD R SDD
C. albicans 40 FLZ 0,5-32 4,0 8,0 0 2 8 7

ITZ 0,06 – 1,0 0,25 0,5 1 12 -- --
VRZ 0,06 – 1,0 0,125 0,5 0 0 0 20
AMB 0,06 – 0,5 0,125 0,25 0 0 -- --

C. tropicalis 15 FLZ 0,5 – 16 4,0 8,0 0 1 3 1
ITZ 0,125 – 1,0 0,125 0,25 1 7 -- --
VRZ 0,06 – 0,5 0,125 0,25 0 0 0 12
AMB 0,125 – 0,5 0,125 0,25 0 0 -- --

C. parapsilosis 5 FLZ 0,125 – 0,5 0,25 0,5 0 0 0 0
ITZ 0,06 – 0,125 0,06 0,125 0 0 -- --
VRZ 0,06 – 0,125 0,06 0,125 0 0 0 0
AMB 0,06 – 0,25 0,125 0,25 0 0 -- --

C.  glabrata 5 FLZ 8 – 16 8 8 0 1 0 5
ITZ 0,25 – 2 1 2 2 3 -- --
VRZ 0,125 – 0,25 0,125 0,25 0 0 ? ?
AMB 0,25 – 0,5 0,25 0,5 0 0 -- --

C. lusitaniae 2 FLZ 0,25 – 0,5 0,25 0,5 0 0 -- --
ITZ 0,06 – 0,125 0,06 0,125 0 0 -- --
VRZ 2-2 2,0 2,0 0 0 -- --
AMB 0,125 – 0,5 0,125 0,5 0 0 -- --

C. dubliniesis 1 FLZ 1 1 1 0 0 -- --
ITZ 0,25 0,25 0,25 0 1 -- --
VRZ 0,25 0,25 0,25 0 0 -- --
AMB 0,25 0,25 0,25 0 0 -- --
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Em relação a frequência de pacientes com AIDS apresentando candidíase de orofaringe, é importante ressaltar sua 
recente redução devido ao impacto trazido pela terapêutica antiretroviral de alta potência (higly active anti-retroviral 
therapy - HAART) que, ao reduzir a carga viral, preserva as defesas imunológicas e, consequentemente, diminuiu as 
infecções oportunistas dos pacientes com AIDS, incluindo as candidíases8-16-18-25. 

Atualmente, a candidíase de orofaringe dos pacientes HIV positivos ou com AIDS têm menor incidência e, quando 
ocorre, pode ser mais facilmente tratada agora do que o era antes do advento da HAART. Cabe enfatizar, entretanto, 
que a não adesão ao tratamento ou em países onde a HAART não está disponível, configura-se os quadros de episódios 
frequentes de candidíases refratárias ao tratamento antifúngico18. A gravidade destes episódios se intensifica quando a 
não adesão a HAART e/ou ao tratamento antimicótico pode gerar a emergência de isolados resistentes11,21,26. A avaliação 
da suscetibilidade de Candida spp aos antifúngicos é uma forma de monitorar esta situação, ainda que de forma localizada. 

A avaliação da suscetibilidade de fungos leveduriformes está fundamentada na técnica de microdiluição em caldo 
aprovada pelo CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute; USA) conforme descrita no documento M27-A3(3). Todavia a 
interpretação das concentrações inibitórias mínimas (CIMs) é hoje regida por dois documentos distintos e complementares 
entre si: os testes com itraconazol tem sua interpretação pelo documento M27-S3 (2008)4, enquanto que o fluconazol, o 
voriconazol e as equinocandinas (não avaliadas no presente estudo) são interpretadas pela M27-S4 (2012)5.

 Outra inovação trazida pela M27-S4 é que os pontos de corte (breakpoints) são espécie-específicos; assim, frente 
a um mesmo antifúngico os pontos de corte variam em função da espécie. Isto veio contemplar a natureza complexa 
dos fungos com taxas de crescimento e fisiologia diferenciadas entre espécies. A anfotericina B não teve ainda seus 
breakpoints definidos por nenhuma técnica padronizada5.

Com base na técnica M27-S3 (2008) a resistência somou 4 isolados (5,8%) e só ocorreu em relação ao itraconazol. 
Tal fato não é comprometedor porque o itraconazol não é o antifúngico de eleição para o tratamento das candidíases 
da orofaringe. Devido as discrepâncias entre a sensibilidade in vitro e as falhas terapêuticas é que o CLSI revisou os 
breakpoints para o fluconazol e o voriconazol, aproximando-se dos breakpoints estabelecidos previamente pelo EUCAST 
(European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) onde as correlações in vitro e in vivo eram melhores. Assim, no 
documento M27-S4, alterando os breakpoints, a detecção da resistência ficou mais rigorosa5.

No presente estudo, enquanto nenhum isolado foi considerado resistente ao fluconazol pela M27-S3, foram detectados 
11(16,2%) isolados resistentes pela M27-S4, o que altera completamente a epidemiologia, e condução terapêutica desta 
micose. Outrossim, através do documento M27-S4, inexiste C. glabrata sensível ao fluconazol, pois, toda espécie é, 
no mínimo, considerada sensível-dose-dependente (SDD), conforme pode ser constatado na Tabela 1. Comparando 
o número de isolados resistentes detectados pela M27-S3 (5,8%) com aqueles detectados pela M27-S4 (16,2%), fica 
evidente o aumento da resistência pelos critérios da M27-S4. 

O voriconazol destaca-se como o azólico mais potente, pois, por nenhum dos critérios, algum isolado manifestou 
resistência. O elevado número de isolados sensível-dose-dependente detectados pela M27-S4 é sugestivo da 
tendência à resistência e da necessidade de monitoramento frequente da suscetibilidade de Candida spp aos azólicos. 
Desconhecemos qual o grau de adesão à HAART e antifungicoterapia dos pacientes arrolados neste estudo, que 
pudesse justificar o elevado número de isolados SDD, mas o fato da M27-S4 estar em vigência há apenas dois anos, 
pode justificar a ausência de estudos similares considerando esta interpretação. 

Finalmente, cabe justificar a inclusão da anfotericina B neste estudo. Este poliênico é reservado para uso endovenoso 
em pacientes com candidemias e outras micoses sistêmicas; todavia, foi aqui incluído como marcador da resistência, pois 
a nistatina é um dos fármacos de uso tópico indicado nas manifestações orais de candidíase18,19,25 e não contemplada 
com breakpoints em nenhuma técnica proposta para avaliação da suscetibilidade aos antifúngicos. No presente estudo, 
todos os isolados foram considerados sensíveis à anfotericina B.
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