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RESUMO. Foi analisada a presenca de espécies do género Candida na saliva de individuos
distribuidos em trés grupos: 1) com prétese e lesio; 2) com prétese sem lesio; 3) sem
proétese e sem lesdo, correlacionando com a capacidade de produgio de biofilme em meio
Sabouraud dextrose, contendo 8% de glicose, sendo determinada por leitura em
espectrofotdmetro. Dos 220 pacientes foram isoladas 92 leveduras: 24 (grupo 1), 24 (grupo
2) e 44 (grupo 3). Em 70% foi isolado C. albicans ¢ 30% C. nio albicans. A produgio de
biofilme em maior freqiiéncia (64%) foi encontrada entre as leveduras C. nio albicans ¢ a
maior porcentagem na produgio de biofilme, quanto aos grupos de pacientes, foram 75, 63
¢ 57% correspondendo aos grupos 1, 2 e 3, respectivamente. Esses dados sugerem que a
producio de biofilme das espécies do género Candida pode estar associada ao processo
infeccioso destes isolados.

Palavras-chave: biofilme, candidose bucal, levedura, prétese dentria.

ABSTRACT. Biofilm production by yeasts isolated from bucal cavity of prosthesis
wearers. The presence of some species of Candida was analyzed in saliva of individuals
with: 1) prostheses and lesions; 2) with prostheses without lesions; 3) without prostheses
and without lesions, relating with the capacity for biofilm production in Sabouraud dextrose
broth medium with 8% of glucose determinate by spectrophotometric method. A total of 92
yeasts were isolated from the 220 patients: 24 (group 1), 24 (group 2) and 44 (group 3). C.
albicans was isolated in 70% of the cases and C. non albicans in 30%. The most frequent
biofilm production (64%) was showed by C. non albicans yeasts and the patient groups who
presented greater percent in biofilm production was 1, 2 and 3 corresponding to 75, 63 e
57% respectively. These data support that biofilm production may be associated with
infectious process caused by Candida species.

Key words: biofilm, yeast, oral candidosis, dental prosthesis.

viruléncia do microrganismo

da

As leveduras sio de ocorréncia comum na
cavidade bucal de individuos sauddveis, constituindo
parte da microbiota do hospedeiro Candida albicans é
a espécie predominante na cavidade bucal,
constituindo de 60 a 90% do total de isolados,
seguido por C. tropicalis ¢ C. glabrata (Soustre et al.,
2004). Candida spp pode produzir infec¢des em
determinadas  situagdes, sendo candidose ou
moniliase o processo infeccioso mais comum
causado por fungos deste género (Ramage et al.,
2002).

A transigio dessas leveduras de comensal in6cuo
A parasita prejudicial depende tanto de fatores de

susceptibilidade do hospedeiro (Jorge ef al., 2000).

O uso de artefatos protéticos, como préteses
totais e aparelhos ortodonticos, favorecem
significativamente a colonizagio e a conseqiiente
patogenicidade de leveduras na cavidade bucal.
Outras caracteristicas do hospedeiro como a
presenga de  diabetes e outras  doengas
imunossupressoras, uso de antimicrobianos ou
corticdides, idade, entre outras, favorecem a
predisposicio para estomatites (Soustre ef al., 2004).

Quadros com inflamacio da mucosa bucal, na
qual se assentam préteses totais sio relativamente
comuns entre seus usudrios (Jarvensivu et al., 2004).
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Grande ndmero de leveduras ¢é comumente
encontrado na superficie palatal da dentadura, a qual
atuaria como um reservatério de infecgdes (Silva
et al., 2002).

O evento inicial na patogénese de doengas
infecciosas ¢ a adesio microbiana aos tecidos
hospedeiros,  mediada  por  macromoléculas
denominadas adesinas, as quais sio estruturas da
superficie do microrganismo que interagem com
receptores especificos nas células do hospedeiro
(Bailley et al., 2000). Diferentes técnicas tém sido
empregadas para avaliar o potencial de aderéncia em
leveduras como a produgio de biofilme em
concentragdes de glicose sobre materiais sintéticos
(Shin et al., 2002).

Em face dessas consideragdes e levando-se em
conta o aumento percentual da populagio usudria de
artefatos protéticos bucais, bem como do aumento
da diversidade de novos materiais empregados em
sua confecc¢io, é evidente a importincia de novos
estudos visando 3 compreensio dos fatores clinicos
relacionados a pacientes portadores de prétese
dentdria total ou parcial.

O objetivo do presente trabalho foi isolar e
identificar leveduras provenientes de pacientes
usudrios e nio usudrios de prétese dentdria e a seguir
avaliar quanto 3 capacidade destes microrganismos
em formar biofilme.

Material e métodos

Isolamento e identificagao

O material biolégico foi coletado, com auxilio de
um swab, da cavidade bucal de 220 pacientes que
procuraram atendimento odontoldgico de rotina em
unidades bisicas de satde da Prefeitura Municipal
de Maringi, Maringi, Estado do Parani. Foi a seguir
semeado em placas de Petri contendo Sabouraud
dextrose agar (SDA) e incubados a 25°C por periodo
de 5 dias. As coldnias crescidas foram subcultivadas
em ChroMdgar® Candida (Probac). A partir desse
meio seletivo diferencial seguiu-se i identificagio
das leveduras segundo o método clissico (Kurtzman
e Fell, 1998).

Os pacientes que tiveram cultura positiva para
leveduras foram divididos em 3 grupos:

1) Pacientes com préteses com lesdes;

2) Pacientes com prétese sem lesoes;

3) Pacientes sem préteses e sem lesio — considerado
o grupo controle.

Formagao de biofilme

As leveduras foram cultivadas em SDA por 24h a
35°C, a partir desse crescimento foi preparado um
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in6éculo padronizado, contendo 3 mL de salina,
sendo a turbidez comparavel ao padrio da escala 4 de
Mac Farland. A produgio de biofilme foi avaliada por
uma metodologia com leitura em espectrofotdmetro
(leitor automdtico para microplacas LP 400) de
acordo com Shin ef al. (2002), realizada em
quadruplicata. Aliquotas de 100 pPL de cada in6culo
foram transferidas para microplacas de poliestireno
para cultura (Nunclon; Nalge Nunc International,
Roskilde, Denmark) e completadas com 400 pL de
caldo triptose de soja contendo 8% de glicose. Apds
um perfodo de incubagio de 24h a 35°C, a cultura
foi retirada cuidadosamente com pipeta Pasteur. Em
cada orificio foi colocada dgua destilada para lavagem
e remocio das leveduras fracamente aderidas. A
camada de biofilme aderente ao poliestireno foi
medida em espectrofotbmetro a 450 nm e a
transmitincia obtida foi interpretada da seguinte
maneira: até 20% considerada ausente quanto 2
producio de biofilme e superior a isso indicaria
aderéncia irreversivel das leveduras 2 placa.

Resultados

Foram avaliados 220 pacientes. A freqiiéncia de
cultura positiva para fungos foi de 42%, que
corresponde a um total de 92 leveduras. Nos grupos
de pacientes com prétese foram isoladas 24
leveduras ¢ entre os pacientes nio usudrios de
prétese foram isoladas 44 leveduras. Em 70% dos
casos foi isolada C. albicans (64/92); 12% C. tropicalis
(11/92); 8,6% C. glabrata (8/92); 4,3% C. parapsilosis
(4/92); 3,3%, C. krusei (3/92); 2,2% C. lusitaniae
(2/92). Relacionando os agentes isolados com as
condigdes apresentadas pelos pacientes obtiveram-se
os resultados que sio apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem de leveduras encontradas em pacientes
nos trés grupos em estudo.

Espécie Total Prétese com  Prétese sem  Sem protese
lesao lesao
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
64 (70) 18 (75) 18 (75) 28 (64)
8 (86) 3 (125 1 “48) 4 (85

Candida albicans
Candida glabrata

Candida krusei 3 (33) 1 42 1 48 1 (21
Candida lusitaniae 2 (2,2) 1 (42 0 (00) 1 21
Candida parapsilosis 4 (4,3) 0 (00) 0 (00) 4 (85)
Candida tropicalis 1 (12) 1 42 4 (19) 6 (13)
Total 92 (100) 24 (100) 24  (100) 44  (100)

Pode ser observado que nos trés grupos em
estudo C. albicans foi prevalente: 75% (18/24) em
pacientes com prétese ¢ lesio; 75% (18/24) em
prétese sem  lesdo; 64% (28/44) sem protese.
Leveduras C. nio albicans representaram 25% (6/24)
em pacientes com prétese ¢ lesio; 25% (6/24) em
pacientes com prétese sem lesio; 36% (16/44) em
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pacientes sem protese.

Do total de leveduras, 63% (58/92) das espécies
foram positivas quanto 2 producio de biofilme.
Proporcionalmente as espécies C. nio albicans foram as
mais capazes de aderir (18/28). Relacionando espécies
com grupo de pacientes, observou-se que entre as
leveduras de usudrios de prétese, com ou sem lesio, C.
albicans foi que aderiu mais. J4 no grupo sem protese as
C. nio albicans foram as que produziram mais biofilme

(Tabela 2).

Tabela 2. Comparagio de produgio de biofilme por C. albicans e
leveduras C. nio albicans, isoladas em pacientes com prétese e
lesdo; com prétese sem lesio e sem protese.

No. Biofilme positivo/ no. total (%)

Espécies Total Prétese  Prétese sem Sem

com lesdo lesao protese
Candida albicans 40/64 (63) 15/18 (83) 13/18 (72) 12/28 (43)
Candida nio albicans 18/28 (64)  3/6 (50) 2/6 (33)  13/16 (81)
Total 58/92 (63) 18/24 (75) 15/24 (63) 25/44 (57)
Discussao

A predisposi¢io para o desenvolvimento de infec¢oes
fungicas é mediada por miltiplos fatores. Para as
infeccoes da cavidade bucal sio considerados como mais
comuns o estado de saide do hospedeiro, o uso de
artefatos protéticos, a colonizagio prévia da mucosa por
microrganismos com potencial de viruléncia ¢ a sua
capacidade de aderéncia as células do hospedeiro (Alonso
et al, 2001; El-Azizi et al., 2004). A cavidade bucal de
individuos sadios é normalmente colonizada por
diferentes  espécies de leveduras, dentre outros
microrganismos (Millian ef al., 2000).

C. albicans é a espécie mais freqiiente, segundo
Ramage et al. (2002), ocorre em 10 a 50% dos individuos
sadios. Os dados do presente trabalho confirmam a
maior prevaléncia de C. albicans, que correspondeu a
70% do total de leveduras isoladas dos pacientes sadios. A
segunda mais isolada foi C. tropicalis 12%, o que estd de
acordo com Azevedo et al. (1999) que isolaram essa
espécie tanto em pacientes com fatores predisponentes
como em individuos sadios. Foram isoladas também C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. lusitaniae, em
menores quantidades, o que também é descrito em
outros trabalhos (Robert ef al., 2000; Shin ef al., 2002).

E interessante salientar que a proporgio de C. albicans
sobre as outras espécies foi semelhante nos trés grupos
de pacientes (Tabela 1). Nao foi comprovada diferenca
na associagio de espécies isoladas de pacientes com
prétese e lesdo, prétese sem lesio e sem protese,
conforme relatado por Jorge et al. (2000).

Trinta por cento das leveduras isoladas neste trabalho
puderam ser agrupadas como C. nio albicans. Este fato
deve ser ressaltado, tendo em vista que os profissionais
tendem a centrar a preocupagio exclusivamente em C.
albicans e pouca importincia tem sido dada a outras
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espécies. O incremento desses microrganismos também
estd sendo reportado por outros autores. Segundo El-
Azizi et al. (2004), na candidose bucal é cada vez mais
freqiente o isolamento de C. tropicalis, C. krusei e C.
guilliermondii.

A preocupagio com as leveduras se di em um
momento que o género Candida emergiu para o sexto
patdgeno responsivel por infecgdes hospitalares em geral
(72%) e o quarto mais comum em infecgdes
hospitalares da corrente sangiiinea com destaque 2
importante substitui¢io de C. albicans por outras espécies
(Colombo et al., 2000). Esse aumento tem sido atribuido
A capacidade de aderéncia dessas leveduras (Tamura et al.,
2003). A relevincia desses achados reside sobretudo na
maior resisténcia observada entre as espécies C. nio
albicans aos antiftingicos (Azevedo et al., 1999).

A aderéncia microbiana é um parimetro importante
na fisiopatogenia de virias doengas infecciosas como a
candidfase ou candidose. Shin ef al. (2002) empregaram
uma metodologia simples, de ficil execucio e alta
reprodutibilidade, capaz de inferir a aderéncia de
microrganismos em superficies apolares. Esse protocolo
permite simular a producio de biofilme em dispositivos
médicos, é indicado para estudos comparativos e
considerando que a leitura é realizada em 24h, é possivel
considerar formacio de um biofilme maduro em que a
capacidade de aderéncia é irreversivel.

Quanto 2 positividade, em relagio a produgio de
biofilme de modo geral, houve uma porcentagem
elevada (63% do total de leveduras), dados estes
compativeis aos observados por Li ef al. (2003) que
relataram alta freqiiéncia na formagio de biofilme entre
as leveduras isoladas da cavidade bucal.

A maior proporgio de producio de biofilme (64%)
foi encontrada entre as leveduras C. nio albicans
concordando com Shin ef al. (2002). Minage et al. (1985)
observaram que C. fropicalis demonstrou maior aderéncia
a polimeros plasticos do que C. albicans.

O grupo de pacientes com prétese e lesio apresentou
maior quantidade de leveduras isoladas (18/24) e
também maior capacidade quanto 2 producio de
biofilme. Aumento da colonizagio por levedura, bem
como da capacidade de aderéncia de Candida sp. isoladas
de usudrios de préteses odontoldgicas ji foram descritas
por diversos autores (Ellepola e Samaranayake, 1998;
Panagoda e Samaranayake, 1998). A agio mecinica,
causada  por  artefatos  protéticos,  favorece
significativamente a colonizagio e a patogenicidade por
leveduras na cavidade bucal e, dependendo de outras
caracteristicas do hospedeiro, aumentam a predisposi¢io
para estomatites (Li ef al., 2003; Jarvensivu et al., 2004).
Quadros com inflamagio da mucosa bucal, na qual se
assentam proteses sio relativamente comuns entre seus
usudrios (Khun et al.,, 2002).
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Em pacientes nio usudrios de préteses, as leveduras
isoladas e agrupadas como C. nio albicans apresentaram
alto grau de produgio de biofilme 81% contra 43% entre
as amostras de C. albicans. Esse dado chama atencio, pois
esses individuos conttm em sua microbiota bucal
agentes com alto potencial de viruléncia. A auséncia de
estomatite pode ser justificada pela importincia da
interacio com outros fatores relacionados ao hospedeiro
como a agressio mecinica exercida pela prétese. E de se
supor que, se¢ esses individuos forem expostos 2
utilizagdo de artefatos protéticos, possivelmente,
sofreriam lesdes bucais. Essa discussio é reforcada ao
analisar o grupo de pacientes com prétese ¢ sem lesio o
qual apresentou apenas 33% das leveduras C. nio albicans
como produtoras de biofilme. Esses pacientes tinham o
fator predisponente, porém eram colonizados por
microrganismos de menor viruléncia.

Com estes dados, a origem multifatorial da
estomatite fica confirmada, uma vez que a lesio nio
ocorre apenas por fatores mecinicos, devendo-se levar
em consideragio, entre outros aspectos, a patogenicidade
da levedura que compde a microbiota local. E possivel
que o potencial de viruléncia de espécies nio C. albicans
esteja associado A importante emergéncia desse grupo de
microrganismos em vdrias situagoes clinicas relatadas nos
tltimos anos e, portanto, as medidas adotadas na
prevengio ao desenvolvimento de estomatite nio devem
se restringir as espécies reconhecidamente patogénicas,
levando em conta, também, outros agentes, antes
considerados inécuos.
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