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RESUMO

A presenga de leveduras do género Candida e Sfaphylococcus na cavidade bucal
humana adquire importdncia, pois pode atuar como microbiota suplementar e, em
determinadas siluagGes, ocasiona doenga bucal ou sistémica. O objetivo do presente
trabalho foi comelacionar a presenga de leveduras do género Candida e espécies de
Staphylococcus na cavidade bucal humana. Enxagiie bucai foram coletados de setenta
individuos e, a sequir semeados em Agar Sabouraud dextrose com cforanfenicol e agar
Baird-Parker. Apds crescimento, 05 microrganismos foram isolados e identificados
através das provas biogquimicas, Qs dados foram analisados através de analise de
varidncia (Anova). Leveduras do género Candida foram encontradas em 71,42% dos
individuos examinados, sendo C.albicans a mais frequente. Staphylococcus spp. feram
isolados em 92 85% das cavidades bucals, sendo 41 cepas coagulase-negativas (63%).
Das cepas coagulase positivas, nove eram S.aureus, 11 S.hylcus e quatro S.schieiferi
subespécie coagulans. Ndo ocorreu entretanto correlacdo entre as quantidades de
unidades formadoras de colonia de Candida e Staphylococcus encontradas nos
enxagies bucais dos individuos examinados.

PALAVRAS-CHAVE: Sfaphylococcus; Candida; fosfolipase; proteinase; fator killer

cavidade oral



1 INTRODUGAO

A prevaléncia de microrganismos do género Candida e
Staphyjococcus €& comum na microbiota bucal humana. Esses
microrganismos acham-se amplamente distribuidos na natureza e podem
ser isolados de ambientes ou como habitantes comensais da pele,
mucosas e outros sitios em seres hurmanos e animais.

C.albicans & a principal espécie do género Candida e € o
agente etiologico da candidose, infecg8o oportunista, com
desenvolvimento relacionado a fatores predisponentes locais ou
sistémicos. A infecgdo por Candida é freqliente no palato de portadores
de proteses totais, na glossite rombdide mediana, em pacientes
imunocomprometidos e naqueles que receberam antibioticoterapia ou
drogas que causam xerostomia.

Staphyiococcus aureus € um importante patégeno
bacteriano no ser humano e pode provocar ampla gama de doengas,
incluindo doengas sistémicas fatais, infecgbes oportunistas e doengas das
vias urindarias. OQutras espécies de Sfaphylococcus também sé@o

responsaveis por diversas infecgdes oportunistas no ser humano e em

animais.
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A presenca de leveduras e Staphylococcus na cavidade
bucal humana adquire importancia, pois podem atuar come microbiota
suplementar e, em determinadas situagdes, ocasionar doenca bucal ou
sistémica. Assim, a partir do exposto, o objetivo do presente trabatho foi
correlacionar a presenga de leveduras do género Candida e espécies de

Staphylococcus na cavidade bucal humana.



2 REVISAQ DA LITERATURA

2.1 Género Candida

Em 1959 realizou-se em Montreal {Canadd) o 9°
Congresso internacional de Botanica, onde o género Candida foi
consagrado como  “nomen conservandum”, substituindo antigas
denominagdes que eram utilizadas na terminologia médica como Oidiurm e
Monillia (Lodder™ 1970).

O género Candida compreende aproximadamente
duzentas espécies, nUmero que, com © passar do tempo, esta sofrendo
mudangas continuas em sua taxonomia e nomenclatura {Barnett et
al.? 1991).

Por néo apresentar formas sexuadas, o genero Candida &
classificado como fungo imperfeitc da classe Deuteromycetes
(McCuiloungh et al.%® 1996). C.albicans, C.tropicalis e C.glabrata sac as
espécies mais freqUentemente iscladas de candidoses (mais de 80%).
C.parapsilosis, C.stellatoidea, C.guilliermondii, C.krusei sdo também
isoladas de diferentes espécimes clinicos (Scully et al. '™ 1994). No
entanto, o principal patdgeno humano do género &, sem duvida,

C.albicans, embora outras espécies também atuem como importantes
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agentes de infecgBes humanas e animais (Rinaldi'?', 1993; Neville et al.%,
1995).

Em 1997 foi descrita na literatura C.dubliniensis, uma
nova espécie capaz de causar infeccdo em humanos que até aquele
momento néo se diferenciava de C.albicans (Coleman et al.?!, 1997).

As infecgdes causadas por leveduras do género Candida
afetam o homem freqientemente e sua incidéncia tem aumentado com o
crescente uso de antibidtico de amplo espectro, drogas anti-fungicas,
agentes imunossupressores e, mais recentemente, com a epidemia da
AIDS (Frost et al.®, 1996).

Quando ocorre uma ruptura do equilibrio bioldgico,
geralmente resultante de fatores predisponentes (patoldgicos, fisiologicos,
imunolégicos e mecanicos), ha um aumento na multiplicacéoe efou invaséo
de microrganismos em tecidos, instalando-se a infeccdo (Odds™, 1988;
Ghannoum & Abu-Elteen® 1990).

Segundo Brawner & Cutler'” (1989), a ocorréncia de
leveduras do género Candida na cavidade bucal varia de 10 a 50%,
atingindo em aiguns casos até 80%. Esta diferenca pode ser decorrente
de intmeros fatores tais como: método da coleta, sitios anatomicos
analisados, grupos de individuos selecionados por idade, sexo, dieta
alimentar, dentados sadios € 0s que fazem uso de préteses parciais ou

totais.
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Pecanha et al.'® (1996) sugeriram que esses
microrganismos podem ser usados como meétodo complementar de
monitoracéo da qualidade da agua e verificaram diferencas significantes
na contagem desse génerc enire locais poluidos e ndo poluidos do
Ribeirdo Claro, em Rio Claro (S8&o Paulo). Os autores sugerem que a
agua pode ser fonte de contaminagao para humanos.

Paula et al.'® (1990) estudaram cingiienta pacientes com
céncer bucal antes e durante a radioterapia. Leveduras do género
Candida foram isoladas antes da radioterapia 56% e duranie a
radioterapia 72%.

Kubo et al® (1997) isolaram leveduras do género
Candida em 11% dos canais radiculares de dentes com comprometimento
pulpar, sendo a espécie C.albicans encontrada em 8% dos canais

examinados.

2.1.1 Candida albicans

Sob o ponto de vista micrebioldgico, C.afbicans é um
fungo dimdrfico que, na forma de levedura, apresenta-se como células
globosas, Gram positivas, ovaladas ou alongadas, medindo em média 3 a
7um de largura por 3 a 14um de comprimento. Quando na forma de

micélio, apresenta-se como pseudohifas ou hifas verdadeiras que se
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alongam a partir das leveduras em formas filamentosas (Odds®>, 1987 e
1088).

Em meio de cultura liquido, C.albicans forma sedimento,
enguanto em agar Sabouraud, a coidnia apresenta coloragdo branca
amarelada, com 4 a 8mm de didmetro, podendo apresentar filamentos
nas bordas. No microcultivo, a formacdce de pseudo-hifas é abundante,
podendo-se detectar hifas verdadeiras. Em soro a 37°C, produz tubo
germinativo. Quando cultivada em agar fubd, desenvolve estruturas
esféricas caracteristicas formando clamidoconideos ou clamidésporos.
Fermenta glicose ¢ maltose, ndoc ocorrendo ¢ mesmo com lactose.
Geralmente nac fermenta sacarose, sendo a fermentagéo de galactose
variavel. Como fontes de carbong, assimila dexirose, galactose, maltose,
trealose, xilose, sacarose, manitol e, eventualmente, arabinose, ribose e
glucitol {(Meyer et al.¥’, 1984).

C.albicans cresce em aerobiose, podendo, porem, ser
capaz de crescer em anaerobiose (Odds™, 1987). A formag&o de micélio
in vifro é acentuada em condi¢cfes de anaerobiose (Dahie & Olsen®,
1991) e a presenca de microfilamentos no citoplasma parece ser
essencial para sua filamentac&o. E classificada em sorotipos A ¢ B
(Hasenclever & Mitchell”,1961; Yokoyama et al'® 1990; McMullan-

Vogel et al®® 1999), porém o grau de viruléncia das amostras de

C.albicans para camundongos ndo esta bem relacionada com os mesmos

{(Hasenclever & Mitchell® 1962). Nas candidoses e na estomatite por
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prétese total, predomina o sorotipo A (Martin & Lamb®, 1982), porém, em
?ndividuos imunocomprometidos, como na Aids, a predominancia é do
sorotipo B (Brawner & Cutler'’, 1989; McMullan-Vogel et al.%, 1999).

A parede celular de C. albicans € formada por uma
estrutura complexa constituida de cinco a oito camadas e com
aproximadamente 100 a 300nm de espessura. Seus principais
componentes, em ambas as fases (leveduras e filamentos), s&o
carboidratos presentes na forma de giucanas e mananas (80 a 90%),
apresentando também proteinas (3 a 6%) e lipideos {2%) (Ghannoum &
Radwan™, 1990; Shepherd"®’, 1990). Anélises bioguimicas demonstraram
gue seu principal constituinte € a manana (polissacarideos altamente
ramificados), representando 35 a 40% do seu peso total (Summers et
al.'® 1964). Diferencas em sua estrutura sdo observadas frente a
sorotipos A e B (Hasenclever & Mitcheil¥, 1961).

Jorge et al.® (1997) relataram a presenca de C.albicans
em 27,6% das cavidades bucais de 428 jovens (17-23 anos) e em 33,1%
das criangas (3-14 anos) com salude bucal. Os autores demonstraram que
a presencga de Candida foi maior em individuos que apresentavam fatores
predisponentes com o uso de prétese total (50%), aparelhos ortodénticos
extrabucais (45%), periodontite do adulto (43%), aparelho ortoddntico fixo
(38%) e respiragao bucal (35%).

Produgdo de enzimas representa um importanie

mecanismo de patogenicidade de C.albicans, facilitando sua penetracéo
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nos tecidos. Varios autores relataram a producéo de proteinase (Borg &
Ruchel'™®*, 1988 e 1990; Neely & Holder %, 1990, Pires et al.'® 1996) e
fosfolipase por amostras do género Candida (Price et al."'* 1982; Barret-
Bee et al.”, 1985; Banno et al.> 1985, Oliveira et al.®, 1998). Analisando
cepas de Candida isoladas do sulco gengival de individuos sadios e
portadores de periodontite crénica do aduito, Jorge™ (1995) verificou a
producdo de hialuronidase e condroitin sulfatase em menor porcentagem
nos controies do que na presenca de periodontite. No mesmo trabatho,
relatou isolamento de C.albicans em numerc maior na saliva de pacientes
com periodontite cronica em relagdo aos pacientes controles com
diferenca significativa.

As candidoses por C.albicans podem ser superficiais ou
profundas, com localizagéo mucosa, mucocuténea, visceral ou sistémica e
com fungemias. Pode causar flebite supurativa, artrite, osteomielite,
endoftaimite, vaginite, balonite e lesdes do sistema nervoso central. A
administracdo endovenosa de C.albicans em coelhc e camundongos
produz grave infecgdo renal (Lacaz et al.”', 1998).

C.stellatoidea tem sido considerada atualmente como
urma variante sacarose negativa de C.albicans devido a identidade
existente entre as bases de DNA destas duas leveduras (Kwon-Chung et

al.™® 1989; Mevyer et al.%", 1984; Lacaz et al.”', 1998).
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2.1.2 Candida glabrata

C. glabrata & isolada freqlientemente na cavidade bucal
de pacientes portadores de protese total, inclusive nagqueles com
estomatite  (Vandenbussche & Swinne'™, 1984). Denominada
anteriormente Torulopsis glabrata, representa aproximadamente 7% das
espécies isoladas da boca. As coldnias geraimente séc pequenas, lisas e
branco-amareladas (Larone™, 1995). Nao produzem pseudo-hifas ou
hifas verdadeiras em microcultivo, podendo estar relacionadas com
endocardite e fungemias sistémicas (Komshian et al.®, 1989), havendo
também a possibilidade de acometerem o trato urinario, atingir os

pulmdes e outros locais (Larone”™, 1995).

2.1.3 Candida guilliermondii

C.guilliermondii apresenta células curtas, ovéides ou
cilindricas, medindo cerca de 2 a 4um de comprimento. Suas coldnias tém
coloracéo creme, s&do brilhantes e lisas ocu opacas e rugosas. Forma
pseudomicélio, fermenta glicose exibindo fraca reacéo para galactose,
sacarose e maltose. Além de ser recuperada normalmente da cavidade
bucal, tem sido citada como agente etioldgico de endocardites, fungemias
hospitalares e outras doencgas (Stenderup'®®, 1990). Tem sido isolada de

vagina, urina, cavidade bucal, ouvido e trato gastrintestinal. A espécie foi
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encontrada em casos de mastite em bovinos e caprinos e também em
abortos bovinos. Sua inoculacdo em animais de laboratério ndo produz

infecg&o sistémica (Larone™, 1995; Lacaz et al.”, 1998).

2.1.4 Candida kefyr

C.kefyr, denominada antericrmente de C.
pseudofropicalis, apresenta blastoconideos alongados ou cilindricos. Em
agar Sabouraud, apresenta coldnias de tonalidade creme, lisas, opacas,
com aproximadamente 1 a 2mm de didmetro e sdo iregulares (Larone™,
1995; Lacazetal.”, 1998). No microcuitivo, o pseudomicélio € abundante
em algumas amostras, porém escasso em outras. E a Unica espécie de
importancia médica que fermenta e assimila lactose (Meyer et al.?” 1984).
Na cavidade bucal, sua presenga tem sido associada com estomatite por

protese total (Olsen™, 1974).

2.1.5 Candida krusei

C.krusei apresenta células ovdides e predominantemente
cilindricas, formando pseudomicélio. O tamanho das células é variavel,
medindo aproximadamente 3 a 5um de largura por 6 a 20um de
comprimento. Em agar Sabouraud dexirose, apresenta coldnias

amareladas, com aspecto parciaimente opaco e superficie lisa e rugosa.
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Fermenta e assimila apenas glicose. Além de ser isolada da cavidade
bucal de individuos saudaveis (Stenderup'®, 1990), tem sido descrita em
outras infecgdes e fungemias hospitalares (McLIorya“, 1891).

No homem, pode provocar doencga renal, esofagite,
peritonite, vaginite e infeccdo urindria. Tem sido isolada de pacientes
queimados, Ulcera gastrica, unhas e escarrg, e também de hemoculturas
de pacientes com cancer (Larone™, 1995; Lacaz etal.”', 1998). Apresenta
alto nivel de resisténcia ao fluconazol e tem aumentado os relatos de sua
atividade como patdgeno quando se tem usado mais essa substancia em

profilaxia antifingica (Samaranayake & Samaranayake'', 1994) .

2.1.6 Candida parapsilosis

C.parapsilosis apresenta células ovoides, curtas ou
alongadas, medindo de 2,5 a 4um de largura por 2,5 a 9um de
comprimento, podendo ocorrer pseudomicélic longo (Meyer et al.®”, 1984).
Em agar Sabouraud dextrose, apresenta coldnias de tonalidade creme,
opacas e lisas (Lacaz et al.”', 1998). N4o fermenta lactose, sacarose e
maltose, podendo ter provas fracamente positivas, mas assimila sacarose,
E levedura oportunista no homem, podendo causar candidose superficial
e sistémica em pacientes imunocomprometidos. Causa vaginite,

peritonite, candidose bucal, infeccdo no trato urinarie, endocardite e



27

septicemia. Tem sido isolada do hemocultivo de usudrios de droga
{Larone™, 1995; Lacaz et al.”", 1998).

Casos de fungemia por esta espécie foram associados a
nutricdc parenteral, uso de drenos e cateteres, antibidticos de largo
espectrc e diabetes (Watanakunakorn et al.'™®, 1968; Plouffe et al.'%’,

1977; Kontou-Kastellanou et al.%”, 1990).
2.1.7 Candida tropicalis

C.tropicalis demonstra células em brotamento, esféricas,
ovais ou alongadas, medindo 2,5um de largura por 3 a 14um de
comprimento, podendo apresentar-se em cachos ou cadeias, quando de
observagdes em microscopia de luz. Cresce bem de 25 a 37°C em &gar
Sabouraud dextrose, em aerobiose, produzindo coidnias lisas e brancas,
e forma pelicula em -caldo. No microcultivo, C.tropicalis forma
pseudohifas, mas ndo clamidoconideos (Meyer et al?, 1984). Embora
algumas amostras possam formar tubos germinativos atipicos, a maioria
ndo os produz (Martin®®, 1979; Martin & White®, 1981; Gelfand™, 1989).
Assimila glicose, maltose, sacarose, galactose, celobiose, xilocse e
trealose e fermenta glicose, maitose, sacarose, galaciose e trealose
(Gelfand™, 1989). Segundo Nikawa et al.®' (1997), algumas cepas podem
produzir tubc germinativo. Pode significar cerca de 7% dos isolados

bucais do género Candida (MacFarlane™1990). Muitos de seus isolados
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apresentam alta freqléncia de variabilidade fenotipica e quase todos
secretam proteinases durante infecgio em humanos (Rueche!'?,1890).

E implicada em candidoses invasivas e hospitalares
(Marina et ai,m,'lgg']), cujas infecgbes s@o clinicamente indistingGiveis
daquelas produzidas por C.albicans. Pode ser encontrada no ambiente
bem como em culturas de rotina de nariz, garganta, peie, vagina e trato
gastrointestinal de individuos saudaveis ou isolados de pacientes com

neutropenias graves (Komshian et al.% 1989).

2.1.8 Candida dubliniensis

Recentemente C.dubliniensis foi reconhecida como uma
nova espécie de levedura, podendo causar infecgbes oportunistas,
principalmente em imunocomprometidos. Geralmente C.dubliniensis é
isolada de individuos HIV positivos com candidose bucal e da cavidade
bucal de individuos saudaveis (Coleman et al.?', 1997; Rodero et al.'%,
1998).

C.dubliniensis cresce bem a 30 e 37°C em meio
rotineiramente usadec para o desenvolvimento de outras espécies. Em
meio de cultura convencional, € impossivel distinguir C.albicans de C.
dubliniensis, pois possuem caracteristicas fenctipicas comuns, como a
praducdo de tubo germinativo e clamidoconideos (Coleman et al.*!,1997;

Gilfillam et al.*®,1998; Sullivam & Coleman'*, 1998).
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Uma alternativa para o isolamento de C.dubfiniensis é o
uso do CHROMagar, um meio seletivo, utilizado também para identificar
culturas mistas de leveduras do género Candida. Neste meio, as colénias
de C.dubliniensis apresentam coloracgéo verde escura, C.albicans, verde
claro, C.tropicalis, azul acinzentada, C.krusei, rosa intenso e em outras

espécies, creme ( Odds & Bernaerts™, 1994).

2.2 Patogenicidade do Género Candida

Progressos tém sido feitos na investigacéo de fatores de
viruléncia das leveduras do género Candida. A variabilidade fenotipica,
aderéncia a tecidos do hospedeiro, produgdo de toxinas, enzimas,
producdo de tubo germinativo, crescimento & 37°C e hifas/pseudo-hifas
s&o os fatores de viruléncia mais estudados. Algumas espécies secretam
proteinases, lipases e fosfolipases, as quais podem contribuir para
proliferacéo e invas&o, causando danos para as células do hospedeiro
(Tsuboi et al.™', 1994).

Leveduras do género Candida foram reconhecidas em
1994 nos Estados Unidos da América (EUA) como o quarto patégeno
responsavel por infeccéo sistémica hospitalar, apresentando taxa de
mortalidade entre 55 a 70% (Branchini et al.'®, 1994; Voss et al.’®®, 1994).
Levantamentos de candidoses invasivas em recém-nascidos de baixo

peso variam entre 0,9% a 3,8% e, em pacientes leucopénicos, a
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incidéncia desse quadro clinico é ainda maior, com, cerca de 15%, sendo
a associagido com mortalidade em torno de 92% (Hunter™,1991; Schmid
et al.'® 1995). A patogenicidade do género depende, segundo a
literatura, mais do hospedeiro que do fungo (Odds®, 1988).

0Os mecanismos pelos quais C.albicans causa doenca sdo
pouco conhecidos, entretanto varios fatores tém sido sugeridos:
capacidade de aderéncia a mucosa e hidrofobicidade, habilidade de
formar pseudo-hifas, presenca de substancias semelhantes a toxinas,
secrecado de enzimas histoliticas e supressdo da imunidade especifica
(Odds®,1987; Ghannoum®,1888; Curtis et al.®, 1991).

O primeiro fator de viruléncia a ser estudado foi a
aderéncia in vitro dos blastoconideos de C.albicans as células epiteliais
da mucosa vaginal {Sobel'® 1985). Vérios estudos tém sido realizados
quanic aos mecanismos de aderéncia de microrganismos as varias
superficies do organismo, apresentando a adesdo como um fator
importante na determinagcdo da viruléncia, em especial por Candida
(Ghannoum & Radwan®, 1990; Silva et al.'®, 1995; Pires et al.'®, 1996).

A aderéncia é conceituada como a capacidade qus ©
microrganismo tem de se ligar & superficie da pele efou mucosa. Acredita-
se gue a adesdo seja a primeira etapa da colonizagéo da levedura as
células epiteliais (Odds®, 1994), podendo ocorrer subseqientemente

disseminag@o quando existir um desequilibrio das defesas do hospedeiro.



3

A aderéncia de Candida spp. sobre superficies da mucosa
& um fator importante para desenvolvimento das candidoses, tanto
localizadas como disseminadas. A aderéncia as células epiteliais ou
mucosas bucal e vaginal tem sido muito estudada e uma correlagéo
cuidadosa é observada entre ades&o de véarias espécies de Candida e
sua habilidade de provocar infeccdo (Ruechel'®, 1990). C.albicans e
C.tropicalis sdo as espécies mais virulentas e que demonstraram uma
forte aderéncia, sendo que a C.fropicalis revelou alta afinidade por
polimeros plasticos (Minagi et al.%8, 1985).

C.albicans tem capacidade de aderir fortemente as
céluias do epitélio bucal, quando comparada a outras espécies, como
C.tfropicalis e C.stellatoidea. C.parapsilosis, C.krusei e C.kefyr, por sua
vez, aderem menos as células epiteliais (Ghannoum & Radwan™, 1990),
indicando que esta propriedade ndo é igual para todas as espécies,
interferindo no grau de viruléncia (Rinaldi'*', 1993).

C.albicans adere as células esfoliativas bucais e vaginais
em maior numero do qgue C.tropicalis, que normalmente & menos
patogénica (Douglas® 1987). Em coagulo de fibrina, C.albicans
apresenta adesfo, enquanto a C.krusei, C.guifiermondii e C.glabrata
aderem menos (Samaranayake et al."®, 1988).

A adesdo do fungo nos tecidos bucais provavelmente é
feita através dos componentes de sua parede celular e dos receptores

nas células do hospedeiro {Ghannoum et al.®, 1990, Samaranayake &
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MacFarlane'®®, 1990). Em C.albicans, manoproteinas, glucano, quitina,
proteinas da parede celular, glicoproteinas e lipidecs s&o possiveis
adesinas (Olsen'® 1990). Moléculas de fibronectina, fucose, lipideos
manose, N-acetil glicosamina, mucinas, lamininas ¢ colageno s&o
considerados por alguns autores (Olsen'®, 1990) como receptores
teciduais.

Existe correlacdo entre germinagdo e aumento de
aderéncia de C.albicans nas céiulas epiteliais da boca, visto que a
inibicdo parcial da germinagdo resulta em diminuig&o da aderéncia
(Kimura & Pearsall®, 1980). Cotter et al.®? (1997) demonstraram que
alteragdes na membrana de células, nos estagios iniciais de apoptose,
diminuem a aderéncia de C.albicans.

A producao de tubo germinativo por C.albicans propicia
retencdo adicional desta espécie as células epiteliais bucais, ao acrilico
(Kimura & Pearsall® 1980; Tronchin et al.'®, 1988) e a pele (Ray &
Payne''® 1988), enquanto que sua inibigio pelo uso de drogas diminui a
aderéncia {Ghannoum et al.®, 1990).

A formacdo de tubo- germinative tem sido considerada
como um critério de diagnostico importante da espécie C.albicans,
embora outras amostras também possam forma-lo (Samaranayake &
MacFarlane'?, 1990, Wellmer & Bernhardt'’, 1997).

A relagdo entre patogenicidade e produgaoe de hifas esta

baseada em dados experimentais. A formagc&oc de hifas tem sido
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considerada um atributo de viruléncia em C.albicans, podendo exercer um
papel importante nos processos invasivos. Parece que ha maior
capacidade invasiva aparente sobre as células do hospedeiro e maior
resisténcia a fagocitose (Qdds™*, 1988, 1994; Hunter et al.%', 1991).
Candida pode causar infec¢éo, quer como levedura ou
hifa, e, apesar da forma micelial ser mais encontrada nos tecidos com
les&o, existem poucas evidéncias de que esta forma é significantemente
mais patogénica que as ieveduras (Ashman & Papadimitriou®, 1990).
Varios autores relataram a produgdc de fosfolipases
(Price & Cawson''®, 1977; Pugh & Cawson''®, 1977; Barret-Bee et al.’,
1885; Banno et al.®, 1985, Kothavade & Panthaki®™, 1998; Oliveira et
al.®,1998), e proteinases (Ruchel'®, 1984; Borg & Ruchell™*, 1988,1990;
Neely & Holder™, 1990, Pires et al.'®, 1996), por cepas de Candida.
Fosfolipase & uma enzima que degrada fosfolipideos,
comuns em todas as formas de vida e freglientemente compdem-se em
associagfes com membranas celulares (Banno et al.5, 1985; Kothavade &
Panthaki®, 1998), podendo tomar parte do processo de invasdo de
C.albicans nos tecidos (Price & Cawson''®, 1977). Em 1975, Pugh &
Cawson''® demonstraram a presenca de lisofosfolipase A em blastdporos,
hifas, membranas e parede celular de C.albicans airavés de métodos
citogquimicos.
Fosfolipases extraceluiares {fosfolipase A, fosfolipase C,

lisofosfolipase e lisofosfolipase-transacilase) secretadas por C.albicans,
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tém sido bastante estudadas (Price & Cawson''™, 1977 Pugh &
Cawson''®, 1977; Banno et al.5, 1985; Takahashi et al.'¥, 1991).

Barret-Bee et al.” (1985} verificaram uma correlagéo direta
entre as amostras de C.albicans com alta atividade fosfolipasica,
viruléncia em camundongos e aderéncia em células epiteliais bucais.
Almeida’ (1991) demonstrou a produgdo desta enzima em 20% das
amostras de C.guilliermondii estudadas, noc entanto, as espécies C.
krusei, C.parapsilosis e C.tropicalis n&o produziram tal enzima. Maffei”
{1998} demonstrou que cerca de 51% das amostras de C.albicans
isoladas de gestantes produziram fosfolipase.

Ha produgdo de fosfolipase por amostras de C.albicans
isoladas de diferentes sitios anatémicos de individuos saudéveis ou com
diversas patologias (Maffei’”’, 1996; Pires et al.'®, 1996; Oliveira et al.*®,
1998),

C.albicans é capaz de produzir protease extracelular e
essa enzima tem sido associada a patogenicidade da mesma (MacDonald
& Odds™,1980; DeBernardis et al.”’, 1990).

Estudos realizados por varios autores tém demonstradc
gue a maioria das amostras de C.albicans sdo produtoras de proteinase
(Ruchel'?, 1984; Cassone et al.’®, 1987; Silva et al."™, 1995).

Richel et al."* em 1982, verificaram a existéncia de trés
tipos de proteinases. Uma delas era uma proteinase completa, e as outras

duas apresentavam atividade proteolitica parcial.
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Em relac@o a patogenicidade, a produgéo de proteinase
extracelular tem sido apontada como relevante na viruléncia de
determinada cepa. Muitos microrganismos patogénicos possuem enzimas
hidroliticas que desfroem, aiteram ou danificam a integridade da
membrana celular do hospedeiro, levando a uma disfungdo ou interrupgao
das suas atividades, representando importante mecanismo de
patogenicidade de C.albicans, possivelmente por facilitar sua penetracéo
nos tecidos.

Kaminishi et al.® (1995) estudaram o efeito da proteinase
extracelular de C.albicans sobre a atividade bactericida e de opsonizagée
pelo soro humano. Os resultados mostraram que a capacidade de
leucdtcitos polimorfonucleares humanos em destruir  Staphylococcus
aureus foi bastante reduzida guandoc a bactéria foi opsonizada com soro
humano tratado com proteinase de Candida. A redugéo da atividade de
opsonizacao foi atribuida pelos autores & degradacdo da porgéo Fe da
IgG pela agéo da proteinase de C.albicans e a redugdo da atividade
bactericida do soro & degradagio do complemento (proteina Cs).

"8 (1990) demonstraram a atividade de

Ray & Payne
proteases isoladas de culturas de C.albicans em degradar hemoglobina,
albumina, caseina, colageno e queratina. Os autores encontraram

correlagdo entre a produgédo de protease e patogenicidade de seis

espécies de Candida (C.aibicans, C.stellatoidea, C.tropicalis,
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C.parapsilosis, C.guilliermondii e C.krusei) em candidose cutanea
experimental em camundongos.

Almeida' (1991) verificou produgéo de proteinase em sete
das oito amostras estudadas de C.albicans e em todas as dez amosfras
de C.fropicalis, C.krusei e C.guilliermondii.

Algumas espécies de Candida produzem substancias
proteicas que podem agir como fatores de viruléncia, denominados
fatores, toxinas ou proteinas kilfer (Bendova'®, 1986). Toxinas killer sdo
proteinas extracelulares produzidas por certas cepas de leveduras que
destroem outras leveduras sensiveis (McCuliough et al® 1996). Sao
secretadas in vitro por varias amostras de Candida e possuem efeito
antibidtico, semelhante as bacteriocinas, para oufros fungos e varias
bactérias (Polonelli & Morace'®, 1986). As leveduras séo imunes & sua
prépria proteina killer (Bendova'®, 1986.; Polonelli & Morace'® 1986).

O fendmeno Kkiller foi descoberto primeiro em cepas de
leveduras Saccharomyces cerevisiae por Bevan & Makower'' (1963),
conforme citagdo de Woods & Bevan™, 1968, e subsegtientemente
encontrado em varios outros géneros: Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hansenula, Kluyveromyces, Torulopsis, Trigonopsis,
Pichia, Rhodotorula {Polonelli & Morace'®, 1986: Magard et al.”™, 1989;
Polonelli et al.''!, 1990).

As leveduras podem ser agrupadas em Kkiller, que

produzem uma toxina letal, mas sao resistentes a esta toxina;, em neutras,
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que naoc produzem a toxina letal e sdo resistentes ao fator killer e em
sensiveis, que s&o as que morrem em presencga desta toxina ou fator kifler
(Farris et al.®, 1991).

Polonelli & Morace'®(1987) preconizaram um métedo de
biotipagem das leveduras, verificando a producaoe do fator killer, o qual
denominaram de sistema killer, que ¢é verificado por trés digitos cujos
resultados s&c representados pela sensibilidade das amostras, frente a
nove cepas padréo kilfer pertencentes aos géneros Pichia e Hansenula.

Magaré et al.”™ (1989) biotiparam cinqlenta cepas de
C.albicans utilizando as cepas padrao killer de Potonelii et al.'® (1983) e
outras pertencentes aos géneros Candida e Hansenufa. O mesmo biotipo
(111) foi encontrade em 90% das cepas.

Kagan® (1983) estudou © mecanismo de agdo destas
toxinas, em leveduras sensiveis, demonstrando sua acgao téxica em nivel
de membrana citoplasmatica, acarretando um aumentc da
permeabilidade, com perda de ions de potassio, inibigdo do transporte
ative de aminoacidos e acidificagdo do interior celular, culminando com a
morte da célula. Polonelli et al."'%(1992) sugeriram que o efeito kiler
demonstrado por leveduras ¢ medido pela presencga de receptores
celulares especificos da parede celular e pela auséncia de um sistema de
imunidade especifica do hospedeiro.

Pires et al.'® (1996) estudaram amostras de C.albicans

isoladas da mucosa bucal de pacientes com positividade para HIV.
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Encontraram 70% das amostras pertencentes ao sorotipo A, 92%
produtoras de proteinase, 88% produtoras de fosfolipase e 64,5%
correspondente ao biotipo 211.

Maffei”” (1996) concluiu que a tipagem de C.albicans pela
sensibilidade as toxinas kiffer isoladas de gestantes em seguimento pré-
natal revelou trés fipos com predominancia do biotipo 211 em todos os
sitios anatémicos (52,1% em média).

Oliveira et al.*® (1998) estudaram amostras isoladas de C.
albicans da mucosa bucal de individuos com céncer quanto a
sensibilidade as toxinas kiffler e provou que essas amosiras expressam
na sua maioria apenas um biotipo. Entre os isolados de C.albicans, 95,8%

rmostraram-se com biotipo 811.
2.3 Género Staphylococcus

Descrito em 1882, Sir Willian Ogston introduziu o nome
Staphylococcus para descrever cocos que formavam cachos, quando
isolados em abscessos piogénicos. Em 1884, Rosembach usou a
producdo de pigmentos para classificar Staphylococcus em S.aureus
virulentos e produtores de pigmentos dourados e 0s ndo virulentos,
S.albus (brancos) (Rupp & Archer'?®, 1994)

O género Staphylococcus pertence a familia

Micrococcaceae, juntamente com Micrococeus, Stomafococcus e
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Pianococcus. O género Staphyiococcus é composte de 33 espécies gue
estao amplamente distribuidas na natureza, muitas fazendo parte da
microbiota normal de mamiferos e aves. S.aureus sf@o cocos Gram-
positivos de tamanho variavel entre 0,5 e 1,5um de diametro, iméveis, ndo
esporulados, catalase positiva e geralmente encapsuiados. Suas coldnias
em meioc sdlido (agar sangue) apresentam didmetro de 2 a 3mm apoés
24horas de incubagdo a 35°C ou acima de 7mm apds 48 a 72horas de
incubagdo. Sao geralmente opacas, convexas, de consisténcia e
coloragédo branca ou amarelada. Podem aparecer isoladas aos pares, na
forma de tétrades, cadeias curtas {trés ou quatro células) ou na forma de
cachos regulares. S&o anaerdbios facultativos, com metabolismo
oxidativo, fermentativo e utilizam carboidrato e aminoacidos como fontes
de energia e carbono. Possuem a parede celular sensivel a acéo da
lisostafina, (& uma endopeptidase que cinde as ligagbes cruzadas dos
pentapeptideos ricos em glicina de glicopeptidec da parede celular dos
estafilococos). Essa atividade torna as céluias sensiveis a lise osmotica,
porém, resistente a lisozima. Seu conteudo de guanina citosina { G+C) no
DNA varia de 32-36 mol%. Produzem as enzimas coaguiase e DNase e
séo capazes de crescer em altas concentrag¢des de cloreto de sodio (NaCi
10%) (Kloos & Bannerman®, 1985; Konneman et al.%, 1997),

A principal caracteristica do género Staphylococcus é a
producdo da enzima coagulase. Com base nesta caracteristica, as

espécies s&o classificadas em coagulase positiva e negativa. As espécies
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coagulase positivas séo: S.aureus, S.intermedius, S.hyicus e S.schleiferi
subespécie coagulans. Algumas espécies s8o frequentemente
encontradas como agente etiolégico de uma variedade de infeccdes
humanas e de animais, principalmente, domésticos. S.aureus é o mais
importante patdgeno do género, relacionado com infecgbes humanas
(Kloos & Bannerman®, 1995; Koneman et al.%, 1997).

S.aureus & um patdgenc comum em varias doencas
infecciosas tais como: impetigo, pneumonia e sepsis. Na cavidade bucal,
causa osteomielite e abscessos alveolares {Rams et al.'"’, 1990; Suzuki
et al.’® 1997).

A parede celular de S.aureus & composta de
peptidoglicano (mais de 60% do peso seco) que € responsavel pela
resisténcia de rigidez da parede. Apresenta também &cido teicoico, que
participa do processo de aderéncia das bactérias & superficie das
mucosas (Kloos & Bannerman®™, 1995: Konneman et al.m, 1997)

As infecgdes hospitalares, que apresentam uma das mais
freqlientes e graves complicacBes, podem acometer os doentes
hospitalizados. Constituem-se em uma das principais causas de
mortalidade, aumento no tempo de hospitalizacéo e elevacido nos custos
de tratamento (Gross at al.®® 1980; Green et al.®?, 1982; Schaffener'™,
1987). Nos Estados Unidos da America, entre 2,2% e 4,1% dos pacientes
internados adquirem pelo menos uma infecgdo durante a hospitalizagio

(Haley et al.*, 1981).
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S.aureus ¢ um dos mais comuns agentes causadores de
infeccbes graves e generalizados, principalmente em ambiente hospitalar.
Estas infeccbes podem ser algumas vezes de dificil diagndstico e em
muitos casos apresentam altos indices de mortalidade, especialmente em
pacientes imunocomprometidos ou com severas doengas de base, como
neopiasias, diabetes melito, tubercuiose, pacientes em dialise,
transplantados, pacientes submetidos a processos invasivos (cirurgicos,
cateteres séndas, elc) e outros {Bendhack et al® 1986). E também o
agente etiologico mais freqlentemente isolado das infecgdes de pele, as
guais incluem celulite, pastulas, furdnculo, carbunculo, impetigo, infecgbes
em feridas cirirgicas e em queimados. Pode causar intoxicagbes
alimentares, bacteriemia, endocardite, meningite, pneumonia, osteomielite
e sindrome do choque toxico (Kloos & Jorgensen®, 1985; Kioos &
Bannerman®™, 1995).

incluindo-se todas as espécies de Staphylococcus, estas
s@o responsaveis por mais de 49% das infecgdes hospitalares (Horan et
al.® 1988), sendo que este numero tem aumentado nos Gltimos anos
(Stamm et al."2, 1993). Atualmente S.aureus € 0 mais freqlente e mais
importante agente isolado de infec¢cdes hospitalares e continua a ser a
principal causa de infec¢des adquiridas na comunidade (Walsh et al."®,
1993; Tenover et al.'*®, 1994). O conhecimento da epidemiologia destas

infecgBes & fundamental para que se possam instituir medidas adequadas
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de controle (Stamm et al.'®, 1993 Tenover et al.'®, 1994; Bannerman et
al.%, 1995; Hartstein & Mulligam®, 1996).

Nos hospitais, S.aureus € causa comum de infecgdes
endoteliais (Tally'®, 1993). As bacteriemias s@o consequentes das
infecgdes estafilocdcicas localizadas, em que urh grande numero de
bactérias atinge a corrente circulatéria e, consequentemente, resultam em
focos metastaticos em quase todos os érgdos do hospedeiro (Medoff®,
1993; Tally'®, 1993).

Este microrganismo € ainda a principal causa de
osteomielite (Medoff*®, 1993), acometendo principalmente pacientes pos-
trauma ou cirurgia ortopédica, assim como pacientes diabéticos e
portadores de outras doengas.

Bloom & Brown'? (1964) estudaram a influéncia de
aparethos ortoddnticos na cavidade bucal de 12 jovens, submetendo a
cultura amostras de saliva estimulada por meio de mastigacdo de
parafina. Realizaram a contagem antes e depois do tratamento
ortodéntico e estimaram quantitativamente os diferentes grupos de
microrganismos presentes. Em relagdo aos Staphylococcus, verificaram
que, antes do tratamento, 0 nimero médio desses microrganismos era de
12.660 coldénias por mililiiro de saliva e apds o tratamento, de 15660
colénias por mililitro de saliva.

lkeda et al™ (1964) cultivaram amostras de saliva

coletadas de 58 pessoas sadias, cujas idades variavam de sete a 61
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anos. Isolaram 49 cepas das quais 11 (19%) eram S.aureus (coagulase-
positiva).

Knigthon®* (1965) estudou a ocorréncia de estafilococos
coagulase-positivos nas éareas bucal e nasal de académicos de
Odontologia. Foram pesquisados 1375 individuos, sendo que
estafilococos coagulase-positivo foi enconirado 653 (47,5%) da saliva e
573 (41,7%) de fossas nasais. Segundc o autor, a intima relagéo
numerica dos resultados sugere que, como reservatorio de estafilococos
patogénicos, a cavidade bucal é, possivelmente, téo importante quanto as
fossas nasais.

Cetin et al® (1971) pesquisaram a ocorréncia de
microrganismos patogénicos da cavidade bucal e nasal de 1663
académicos de medicina, farmacia, ciéncias e odontologia. Dentre os
portadores, duzentos (18%) eram académicos de medicina, setenta (26%)
da farmécia, 34 (27%) de odontologia e 36 (23%) de ciéncias.

4 (1971) verificaram a

Socransky & Manganiello
ocorréncia de estafilococos em diferentes nichos da cavidade bucal de
individuos adulto e observaram que a média dos estafilococos na saliva
era de 4%; na lingua, de 8,5% e na placa dental, de 0,3% e, no sulco
gengival, de 1,7%.

Piochi & Zelante'® (1973) verificaram a ocorréncia do

grupo estafilococos e micrococos em sessenta amostras de saliva ndo

estimulada, obtidas de guatro grupos de individuos distintos em idade,
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instrugéo, condicdes sdcio-econdmicas e higiene bucal. Encontraram o
S.aureus em 35% das amostras de saliva, o que permitiu gue os autores
sugerissem que a cavidade bucal seja tdc importante quanto a
nasofaringe como reservatério de estafilococos patogénicos.

S.aureus pode causar infecgBes nosocomiais e
oportunistas, sugerindo que eles podem, quando presentes em um
hospedeirc comprometido, ser risco potencial para infeccdes bucais
(Ohman et al.¥’, 1995). Segundo estes autores, a colonizagéo tem sido
demonstrada em culturas de gengiva, lingua, saliva, superficie da mucosa
e proteses. S. aureus tem sido também associada com infecgbes agudas
dentoalveolares, lesdo da mucosa bucal e estomatite induzida pelo uso de
protese.

O nicho ecolégico de S.aureus no organismo humano s&o
as narinas anteriores. Indmeros estudos tém mostrado que as narinas séo
as mais importantes e freqlentes areas onde estes microrganismos
podem ser encontrados. Esta teoria é confirmada quando os portadores
nasais s&o tratados e o microrganismo desaparece também, na maioria
dos casos, de outras dreas do corpo (Bechara®, 1971: Fantinato &
Zelante®, 1977; Reagan et al.'®, 1991; Parras et al.'?, 1995).

Os portadores de S.aureus podem ser divididos em trés

grupos (Willians'™®, 1963):
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a) portadores persistentes: sdo aqueles individuos que
quase sempre estao colonizados por um tipo de cepa;
correspondem aproximadamente a 20% do total;

b) portadores tempordrios: correspondem aos individuos
que s&o colonizados por um determinade periodo de
tempo, porem, algumas vezes perdem seu estado de
portador. Nestes individuos ocorrem trocas de cepas
com variada freqhiéncia; correspondem
aproximadamente a 60% da populacéo;

¢) ndo portadores: sé&c individuos que quase nunca sio
colonizados por S.aureus. 0Os ndo portadores
correspondem a uma minoria da popuiacao,
aproximadamente 20%.

E mais comum criancas serem portadores persistentes do
gue adultos, sendo que muitos individuos trocam o tipo de portador entre
a idade de dez a vinte anos. A causa destas diferengas no modelo de
colonizagéo ndo estd bem esclarecida. Os portadores persistentes de
uma determinada cepa de S.aureus possuem um efeito protetor para
aquisicdo de outras cepas diferentes, pelo menos durante a
hospitatizacdo (Willians'®, 1963).

A incidéncia e a prevaléncia de portadores nasais de
S.aureus pode variar de acordo com a populagéo estudada. Em geral,

cerca de 37% dos individuos sdo portadores nasais destes
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microrganismos (Boyce'®, 1996; Kluytmans et al.52, 1997). Segundo estes
autores, estes valores sdo mais altos para individuos que apresentam
alguma doenca de base ou para pessoas idosas. Os individuos que so
portadores nasais de S.aureus desempenham uma importante fungdo no
desenvolvimento de infecgbes estafilocdcicas. O estado de portador é o
principal fator de risco para o desenvolvimentc de infec¢des em certos
grupos de individuos, como pacientes de hemodiadlise, diabéticos,
pacientes com didlise peritoneal constante, pacientes cirargicos, pacientes
com cateteres intravasculares e individuos com o virus HiV.

Qutros sitios do organismo podem ser colonizados com
S.aureus, como as axilas, trato respiratério superior, alguns sitios da pele
(incluindo feridas cirdrgicas, queimaduras, iocais de traquecstomia, locais
de contate constante com objetos estranhos), perineo e reto (Walsh et
al."™, 1987).

Entre outras bactérias, Rams et al.'"”, (1990} isolaram
estafilococos da microbiota subgengival de 50,4% dos pacientes com
periodontite crénica. Do total de estafilococos isolados, S.epidermides
resultou em 45,8% e S.aureus em 22,3%.

Iwase et ai.*® (1990) relataram que a producdo de toxina
por S.aureus no sitio subgengival exibe atividade citotdxica para os
neutréfilos, podendo agir como co-fator no desenvolvimento da doenca

periodontal.
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Slots et al."™ (1990} demonstraram que 28% dos 3075
pacientes que participaram do estudo apresentaram estafilococos
subgengivais.

Segundo Hartstein et al.® (1992), a habilidade em se
distinguir uma doenga recorrente de uma nova infecgéo tem aplicagéo
importante na avaliagdo do paciente. Os autores também afirmam que
S.aureus pode continuar colonizando um paciente apds a infecgdo ter
sido resolvida e, segundo eles, & comum acontecer bacteriemia por
S.aureus.

Dahlén® | em 1993, afirmou que a presenga de
patogenos potenciais, como enterobactérias, S.aureus e Candida, deve
ser considerada, especialmente em pacientes com desordens sistémicas,
como diabetes meillitus, neutropenia, agranulocitose ou Aids.

Segundo Scannapieco & Mylotte, " 1996, a higiene bucal
pobre e a doeng¢a periodontal podem facilitar a colonizagéo por patogenos
potenciais, incluindo espécies da familia Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa e Sfaphylococcus aureus, 0s quais podem
causar superinfecgdo ( um termo que também é aplicado ao crescimento
de patdgenc-alvo que desenvolvem resisténcia ao antibidtico). Nesta
situag&o, uma linhagem resistente ac antibidtico substitui a linhagem
original sensivel, e a infecgéo prossegue.

Os estafilococos coagulase-negativos eram considerados

contaminantes de pouca importancia clinica. Entretanto, durante as duas
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ultimas décadas, esses microrganismos foram reconhecidos como
agentes de doencas humanas. Com ¢ passar do tempo, estdo sendo
reconhecidas mais espécies que causam infecgbes em humanos
(Koneman et al® 1997). Os tipos de infecgcbes associadas aos
estafilococos coagulase-negativos  incluem: infecgbes  urindrias,
nosocomiais, infecgbes associadas a dispositives, bacteriemia em
hospedeiros comprometidos, endocardite de valvulas cardiadas,
osteomielite e endoftalmia pés-cirirgica (Rupp & Archer'®, 1984). Entre
os estafilococos coagulase-negativos, o0s mais importantes sé&o
S.epidermidis e S.saprophyticus.

S.epidermidis é, consideraveimemte, 0 microrganismo
recuperado com maior freqléncia, representando de 50% a mais de 80%
dos isolados. As infecgbes produzidas por S.epidermidis incluem
endocardite de valvulas cardiacas naturais e protéticas, bacteriemia,
osteomielite e infecgdes das vias urinarias (Koneman et al.® 1997).

A espécie coagulase-negativa S.saprophyticus merece
mencéo especial por ser um patégeno causador de infecgdes urindrias
agudas, sobretudo em mulheres jovens saudaveis e sexualmente ativas
(Rupp & Archer'?® 1994). Nessa populacdio, S.saprophyticus é a segunda
causa mais frequente de cistite, sendo precedida por Escherichia cofi.
Pacientes com essa infeccdo em geral apresentam disuria, pidria e

hematdria (Fihn et al.*', 1998).
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Os estudos in wvitro, relacionados a aderéndia dessas
espécies a diversos tipos celulares, demonstraram que S.saprophyticus
aderem as células uroepiteliais, uretrais e periuretrais em maior numero
do que outros estafilococos e que ndo aderem a outros tipos celulares,
incluindo as células da pele e da mucosa bucal (Koneman et al.®, 1997).

S.schleiferi foi descrito pela primeira vez em 1988, foi
isolado a partir de varias infecgbes humanas, entre elas empiema
cerebral, infeccbes de feridas no pds-operatdrio, bacteriemia como
complicacdo de osteite vertebral, infec¢@o de prétese de quadril e
infecgcdo de cateteres permanentes (Grattard‘”, 1993, Kluytmans et
al.® 1998). A espécie foi subdividida em duas subespécies; os isolados
humanos s&c denominados S.schleiferi subespécie schleiferi e os
isolados caninos s&o designados S.schieiferi subespecie coagulans.

A subespécie coagulans causa infecgcdes em cées e em
seres humanos. Essa subespécie € negativa para o fator de aglutinagéo e
coagulase-positiva em tubo (as cepas de S.schleiferi subespécie schieiferi
mostram reac¢des opostas nessas provas). Tanto S.schleiferi subespécie
schieiferi quanto a subespécie coagulans podem ser diferenciadas de
S.aureus pela auséncia de produgdo de &cido a partir de maltose e
trealose (Koneman et al.%®, 1897).

S.hyicus, encontrado em suinos, bovinos e no leite de

vaca, estd associado a epidermite exsudativa, uma doenca aguda de
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suinos lactentes e desmamados (Lammier’?1991, Koneman et

al.® 1997).



3 PROPOSIGAO

O objetivo do presente trabalho constituiu-se:

a) verificar a presenca e identificar as principais espécies
de leveduras do género Candida na cavidade bucal
humang;

b) verificar a presenca e identificar as principais espécies
de Staphyloccccus coagulase-positivas na cavidade
bucal humana;

c) correlacionar a presenca de Candida e Staphylococeus

na cavidade bucal humana.



4 MATERIAL E METODO

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado peia
Comissdo de Bioética da Facuidade de Odontologia de S&o José dos

Campos — UNESP - SP (Anexc A).

4.1 Coleta do material

Participaram do presente estudo setenta individuos, com
idades de 25 a 75 anos, atendidos na clinica da Facuidade de
Odontologia de S&o José dos Campos-UNESP, que foram informados
sobre g finalidade da pesquisa, bem como, sobre os métodos de coleta
das amostras (Anexo B). Na concordancia por parte do paciente, este
assinou o termo de autorizagdo {Anexo C). Apés consentimento, foi
realizada anamnese e preenchimento da ficha clinica com os dados
necessarios ao estudo (Anexo D).

As amostras foram coletadas através de enxagle bucal.
Foram fornecidos 10mL de solugao fisioldgica tamponada (PBS) (0,1M pH
7,2) em um recipiente universal estéril descartavel para cada individuo
enxaguar a boca por 60 segundos. A seguir, o enxagle bucal foi

devolvido ao recipiente, mantido emn gelo até ser levado ao laboratorio de
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Microbiologia da Faculdade de Qdontologia de S&o José dos Campos,
tendo-se respeitadc um periodo maximo de 3 horas entre coleta e
processamento. Cada amostra foi centrifugada a 3000 Xg por 10 minutos
e 0 sobrenadante descartado. A seguir 0 depésito foi ressuspendido em
2,5mL de PBS e agitado (Vortex) por 30 segundos, produzindo assim a
suspenséo final. Imediatamente, 0,1mL de cada suspenséo foi semeado
em placas contendo agar Sabouraud dextrose (Difco) com cioranfenicol
(0,1mg de Quemicetina Succinato Carlo Erba, por mL de meio) & agar

Baird Parker em duplicata, ¢ foram incubados a 37°C por 48 horas. As

amostras também foram semeadas em CHROMagar. Apds crescimento
das colonias caracteristicas, foram contadas as unidades formadoras de
coldnias (UFC) e feitos esfregacos os quais foram corados peio métedo
de Gram para confirmagdo microscépica. Para coldnias com morfologia
idéntica de leveduras, foram isoladas cinco amostras para &agar
Sabouraud inclinado e, para cocos Gram-positivos cinco amostras em
agar TSA (Triptic Soy agar) inclinado. A seguir, as cepas isoladas foram

identificadas.

4.2 ldentificagao dos isolados

As cepas de Candida isoladas foram identificadas, de
acordo com Samaranayake & MacFarfane'® (1990) e Sandvén'® (1990),

realizando-se as seguintes provas:
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4.2 1 Produgao de clamidoconideos

Foi utilizado o meic Corn Meal Agar (Difco) adicionado de
1% de Tween 80. Para a execugao da prova, o agar previamente fundido
foi distribuido em l&minas de vidro colocada no interior de placas de Petri
esterilizadas. Apds a solidificacdo do agar, cada cepa de levedura testada
foi semeada em estria Unica na superficie do meio e colocada uma
laminula no centro da lamina. Apos incubagdo, por 48 a 72 horas, a
temperatura ambiente, a leitura foi feita em microscopio dptico (aumento
de quatrocentas vezes), observando-se presenca de clamidoconideos,

leveduras e hifas/pseudohifas.

4.2.2 Producéc de tubo germinativo

Foi adicionada uma algada de cultura pura de 24 horas da
levedura em tubo de ensaio (13x17mm) contendo 0,5mL de soro estéril de
coetho. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C e a formacéo
de tubo germinativo foi observada em microscopic (aumento de
quatrocentas vezes), colocando-se uma gota da suspenséc entre [&mina

e laminula, considerando-se incubagio minima de 2 e maxima de 3 horas.
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4.2.3 Fermentagéo de carboidratos

Foi usado caldo vermelho de fenol (Difco) distribuido em
tubos de ensaio, com tubos de Duhran invertidos em seu interior e
autoclavados a 121°C/15 minutos. Cada acglcar (glicose, maliose,
sacarose e lactose), esterilizado por filtragdo (filtro Millipore, GSWP-
02500), foi adicionado de forma a obter concentragéo de 1%. Os tubos
foram semeados a partir de cultura pura de 24 horas da levedura em agar
Sabouraud dextrose e a ieitura foi realizada apds 48 horas e confirmada
apds uma semana, considerando-se a produgdo de acido pela viragem de
pH do meio (mudanga da cor vermeiha para amarela) e a produgéo de

gas no interior dos tubos de Duhran,

4.2.4 Assimilagéo de carboidratos

Utilizou-se o meio quimicamente definido (Anexo E). Para
ca_da cepa a ser testada, foi feita uma suspens@o de levedura com
turvacdo ao tubo dez da escala MacFarlane, a qual foi semeada em
profundidade. A seguir foi colocado um disco de papel de filtro embebido
em uma solucdo a 10% dos seguintes aglcares; glicose, galactose,
lactose, maltose e sacarose na superficie do meio. Apds incubagio de 48
horas a 37°C, a leitura foi feita pela observagéo da formagéo de halo de

crescimento da amostra ao redor do agucar assimilado.
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4.2.5 Interpretacgéo

As amostras foram caracterizadas em espécies de acordo
com as caracteristicas de producéo de tubo germinativo em soro estéril de
coelho, produgéo de pseudo-hifas e clamidoconideos, em Corn meal dgar
+ Tween 80, fermentacao e assimiiacdo de carboidratos, baseando-se em

Samaranayake & MacFariane'®, 1990 e Sandvén'®, 1990 (Quadro 1).



Quadro 1 - Caracteristicas culturais, assimilacdo e fermentagéo de carboidratos pelas amostras de Candida isoladas da

cavidade bucal de individuos de 25 a 75 anos através do enxagite bucal. 2%

ESPECIES DE FERMENTAGCAO ASSIMILACAQ TUBO | CLAM. | HIFA
CANDIDA GLIC | SAC | MALT | LACT | GAL. | GLIC | SAC | MALT | LACT | GAL, VERD.
C. albicans AG AJ- AG ~/- A/G + + + - + + + +
C. stellatoideia™ AG Al- AG “f- AIG + - + - + v \' +
C. guilliermondii AG AG ~I- -~ AlG + + + - + - - +
C. glabrata AG -i- -/- -f- -4 + - - - - - - -
C. krusei AG =~ -/- ~/- /- + - - - - - - +
C. lipolytica =f= /- -/~ -f- “f- + - - - - - - +
C. lusitaniae AG AG -/ -f- + _+ + + - + - - +
C. parapsilosis AG /- - -- V) + + + - + - - +
C. tropicalis AG AG AG -/ N + + + - + - \' +
C. kefyr AG AG - AG AIG + + - + + - - +
(C.pseudotropicalis)

* Atualmente considerada come uma variante de C.albicans
A = producdo dcide

G = produgéo de gas

+ = prova positiva

- = prova negativa

V =variavel

19
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4.3 Verificagéo do fator kifler

As cepas de Candida que foram testadas e as cepas
produtoras de toxinas kiffer foram repicadas com 24 horas de
antecedéncia em agar Sabouraud dextrose modificado, para, a seguir, ser
realizada a biotipagem de sensibilidade as toxinas kiffer. A metodologia
seguida foi a de Polonelli et al.''® (1983) (Anexo E). Utilizou-se como
padrdo, a linhagem de C.albicans F72, proveniente do laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos -
UNESP. Cada cepa de Candida a ser observada foi semeada em pour-
plate e a seguir as leveduras produtoras de toxinas kifler foram inoculadas
por picada na superficie do meio. As placas foram incubadas 72 horas &a
temperatura ambiente. As cepas foram testadas frente as cepas
produtoras de toxinas kiffer {(Quadro 2). Para leitura do teste, foram
considerados sensiveis (+) 0s cultivos que produziram halo incolor ao
redor das cepas padréo, e resistentes {(-) os cultivos que apresentaram
crescimento em torno das mesmas. Apos a leitura do teste para
verificacdc do fator killer, os resultados da biotipagem foram designados

através do esquema proposto por Pollonelli et al.''® (1983), composto por

trés digitos, cada um representando uma combinagdo dos resultados

obtidos no friplef de trés cepas (Quadro 3}.



59

Quadroc 2 —~ Cepas padrdo com sua procedéncia, utilizadas para
verificag@o do fator Killer

Cepas Padrdo Colegéo original Polonelli
Hansenula sp Stumn 1034 Ky
Fichia sp Stumn 1034 Kz
Hansenula anomaia Um milanc 3 Ks
Hansenula andmala CBS 5759 Ks
Hansenula anbmala Ahearmn UM 866 Ks
Hansenula califomica Ahearn WC 40 Ke
Hansenula canadensis Ahearn WC 41 K7
Hansenula dimennae Ahearn WC 44 Ks
Hansenula mrakii Ahearn WC 51 Kg

Quadro 3 — Modelos de biétipo killer segundo Polonelli et al''%., 1983. O
cédigo € atribuido, considerando-se 3 digitos.

Atividade do 1° “triplet’ Atividade do 2° “triplet” Atividade do 3° “triplet”
Leveduras Leveduras Leveduras

Ki K K3 codigo | Ky Ks K cbdigo | Kz Kg Ko Cédigo
+ + + 1 + + + 1 + + + 1
+ + - 2 + + - 2 + + - 2
+ - + 3 + - + 3 + - + 3*
- + + 4* - + + 4* - + + 4
+ - - 5 + - - 5 + - - 5
- + - 4] - + - 6 - + - 6
- - ¥ 7 - - + 7 - - + 7
. . . 8 - - - 8 - - - 8

* Amostra corresponde ao codigo 443
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4.4 Producéo de Fosfolipase

A producdo desta enzima foi verificada, segundo Price et
al.*" (1982), utilizando-se meio agar fosfolipase (Anexo E). As cepas de
Candida foram repicadas em pontos eqoidistantes no meio agar-
fosfolipase e as placas contendo cinco indculos de diferentes cultivos
permaneceram incubadas a 37°C, durante quatro dias. A presenca da
enzima foi observada pela formacdo de um halo de cor amarelada ao
redor da coldnia. O halo formado ocorre quando da agéo da fosfolipase
sobre 0s fosfolipidios contidos na gema de ovo, liberando acidos graxos
que se ligam ao calcio presente nc meic e precipitam. A atividade
enzimatica foi medida de acordo com Price et al."'* (1982), através do
valor PZ, que & obtido dividindo-se o didmetro da colénia (dc) pelo

didmetro da colénia mais a zona de precipitacdo {dcp), ou seja,

PZ=dc/dcp (Quadro 4).

4.5 Produgéo de Proteinase

Para verificagdo desta enzima, foi utilizada tecnica
descrita por Richel et al.'?* 1982 (Anexo E). As cepas de Candida foram
repicadas em pontos equidistantes no meio de agar-proteinase, em
duplicata. As placas contendo cinco indculos de diferentes cultivos foram

incubadas a 37°C durante quatro dias e a presenga da enzima foi
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observada pela formacéo de halo ao redor da colénia de levedura. A
atividade enzimédtica foi calculada segundo Price et al.'" (1982),

utilizando-se valor ¢ de PZ (Quadro 4).

Quadro 4 — Atividade enzimatica conforme o Pz e o ¢odigo, segundo Price

etal''*, 1982.
Pz Atividade enzimatica Cédigo
=1,00 Negativa 1
>064<1,00 Positiva 2
< (,64 Fortemente positiva 3

4.6 Identificagéio de Staphylococcus spp

As cuituras puras de estafilococos foram identificadas
bioguimicamente, realizando-se as provas descritas a seguir (baseando-
se Forbes et al.??, 1998, com modificacdes) (Quadro 5). As cepas de
estafilococos coagulase-positivas foram identificadas em espécies e as
coagulase-negativas foram consideradas como um grupo. Para o controle
positivo de todas as provas, foi utilizada a linhagem S.aureus ATCC
6538. Para a prova de beta-galactosidase, o controle positivo foi a

linhagem de Escherichia coli ATCC 8739.
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Quadro 5 — Caracteristicas culturais de Staphylococcus coagulase

positiva.
Espécies Catalase | Coagulase V.P D. trealose | ONPG
S. aureus + + + + -
S. infermedius + + - + +
3. hyeus + + - + -
8. schieiferi * + + + - Indeter.

sub-espécie coagulans*
V.P = Voges Proskauer
QONPG = orto-nitrofenilgalactosideo

4.6.1 Producéo de catalase

Foi adicionado 1mL de agua oxigenada (20 volumes) em

uma cultura pura do microrganismo em c¢aldo TSB (Tryiptic Soy Broth,

Difco) incubando 24 horas a 37°C. Quando ocorreu, apds leve agitagdo, o

desprendimento de pequenas bolhas, o teste foi considerado positivo.

4.6.2 Produgdo de coagulase

Foi verificada a produgdo de coagulase apés a adigdo de

0,5mL de cultura 24 horas em caldc TSB (Tryptic Soy Broth, Difce) a 0,5

mL de piasma de coelho diluido, contendo 5 Ul de heparina por mt,

diluido 1:5. Leituras periddicas foram realizadas no periodo de incubagéo

de 4 a 24 horas a 37°C. A formag&o de coagulo foi considerada prova

positiva. Os estafilococos coagulase negativos foram considerados como

um grupo.
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4.6.3 Voges Proskauer (VP)

Uma colénia da cepa a ser testada, cultivada em agar
TSA (Tryptic Soy Agar, Difco), foi semeada em meio para VP (Anexo E)
incubada a 37°C/24horas. Apds incubacgdo, foram adicionados a cuitura
0,2mL de solugdo de KOH (40%) e 0,6mL de solugdo alcodlica de alfa-
naftol (5%) a cultura. A prova foi considerada positiva quando da

presenc¢a de anel de coloragéo vermelha no tubo.

4.6.4 Fermentagdo de D-trealose

Tubos em coluna aita, contendo meio para fermentagao
de D-trealose (Anexo E), foram semeados com uma coldnia da cepa a ser
testada, cultivada em agar TSA (Tryptic Soy ff\gar, Difco) a 37°C/24 horas,
em profundidade, com agulha de platina e foram incubados a 37°C. A
prova foi considerada positiva pela viragem de pH e as leituras realizadas

apds 24 horas e uma semana.

4.6.5 Produgéo de Beta-galactosidase

Foi preparada suspensac da cepa a ser testada, a partir
do crescimento em TSI (Triptic Suggar Iron, Difco), a 37°C/24horas, até ©

tuboc numero 6 da escala MacFariane. A seguir, colocou-se uma gota de
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tolueno, agitou-se delicadamente e colocou-se um disco de beta-
galactosidase (ONPG). A prova foi considerada positiva quando do
aparecimento de coloragdo amarela apdés 10 minutos de incubagio a

37°C em banho maria e confirmada apos 24 horas,

4.7 Anilise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente, realizando-

se andlise de variancia (ANOVA). Considerou-se diferenca estatistica

quando p < 0,_05.



5 RESULTADOS

Leveduras do género Candida foram isoladas de 50
(71,42%) dos 70 individuos examinados. C.albicans foi a espécie mais
freqllente (62%) nos isolamentos, seguindo-se C.fropicalis (22%),
C.glabrata (4%) e C.kefyr (2,%), conforme pode ser observado na
Tabela 1.
Tabela 1 - Média de UFC/ml e distribuicéo de frequéncia das espécies de

leveduras do género Candida isoladas da cavidade bucai de
individuos de 25 a 75 anos através de enxagUe bucal.

- Espécie n % Média UFC/ml
- C, albicans 31 62 151,19
C. lropicalis 1 22 68,91
C. glabrata 02 4 153,00
C. kefyr 01 2 59,00
Candida spp 05 10 220,17
Total de espécies 50 100

Microrganismos do género Staphylococcus foram isolados
em 65 (92,85%) individuos. Destes isolamentos, 41 cepas (63%) eram
coagulase-negativos. Das 24 cepas positivas, nove eram S.aureus, 11

S.hyicus, e quatro, S.schieiferi subespécie coagulans (Tabela 2).



Tabela 2 — Meédia e distribuicdo de freqiéncia das espécies do género

Staphylococcus isoladas da cavidade bucal de individuos de
25 a 75 anos através de enxagiie bucal.

Espécie u] . % Media UFG/ml
S.aureus 0o 13,9 149,56
S. hyicus 11 17,0 64,19
Staphylococcus™ 41 63,0 184,92
S. schieiferi** 04 6,1 139,75
Total 65 100

* coagulase-negativo

** subespécie coagulans

NZo houve correlagdo linear (R®> = 0,8%) entre a

quantidade de unidades formadoras de colbnia de Candida e

Staphylococcus, o que pode ser observado na Figura 1.

Log {Staphylococcus)

1.2

0B} -

Log (Staphylococcus) = 1,69 + 0,074 Log (Candida)

05 1 1.5 2 25 3 35
Log {Candida)

FIGURA 1 - Diagrama de dispersgo, reta de regressfio e coeficiente de correlacio entre

o logaritmo dos valores de unidades fommadoras de coidnia de
Staphyiococcus e de leveduras do género Candida isoladas da cavidade
bucal, correspondente a seres humanos através de enxaglie bucal.
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A tipagem Kkiller realizada com as cepas de leveduras
isoladas demonstrou maior freqiiéncia do biotipo 111, com 29 (58%)
cepas, seguindo-se o biotipo 114, com 11 (22%) cepas (Tabela 3).

Vinte e sete (87,09%) das 31 cepas de C. albicans
produziram fosfolipase e 30 (96,77%), proteinase; destas, ocorreu
predominancia de cepas fortemente positivas (54,83% para fosfolipase e
67,74% para proteinase). Vinte (64,51%) das cepas de C.afbicans foram
fortemente positivas para as duas enzimas. Para as espécies C.fropicalis
e C.glabrata, ndo foi possivel observar diferengas entre o namero de
cepas negativas e positivas. As cepas de C.kefyr e Candida spp. néo

produziram fosfolipase e proteinase.
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Tabela 3 — Distribuicéo de freqiiéncia Biotipos killer e grau de atividade
enzimatica entre proteinase e fosfolipase de amostras

isoladas de seres humanos através de enxagie bucal.

Espécie Biotipo n Fosfclipase - GAE Proteinase - GAE
killer 1 | 2 | 3 1 | 2 3
C.albicans 111 19 0 g 10 0 6 13
114 03 2 0 1 0 1 2
116 01 0 0 1 0 1 0]
411 03 1 0 2 0 0 3
443 01 0 0 1 0 0 1
888 04 1 1 2 1 1 2
Total 31 3 10 17 1 9 21
C.tropicalis 111 06 2 2 2 1 3 2
114 03 1 1 1 1 1 1
888 02 1 0 1 1 4] 1
Total 11 4 3 4 3 4 4
C.glabrata 111 02 0 1 1 4] 2 0
114 01 0 0 1 1 0 0
Total 03 0 i 2 1 2 0
C. kefyr 111 01 1 0 0 1 0 0
Candida spp 111 01 4 0 0 0 1 0
114 04 1 0 0 4 0 0
Total 05 5 0 0 4 1 4]
Total de 50
espécies

GAE — Grau de atividade enzimatica: 1) negativo, 2) positivo, 3) fortemente positivo

unidades formadoras de coldnia de Candida

As Tabelas 4 a 7 apresentam as coirelagdes entre as

e Staphylococeus,

considerando-se os dois géneros e as espécies mais encontradas. Dos

setenta individuos examinados, 41 apresentam o©s decis géneros na

cavidade bucal. Cinco individuos (7,14% da amostra) apresentaram

C.albicans e S.aureus nos isolados de enxague bucal, porém n&o ocorreu

correlacdo entre as unidades formadoras de coldnia (UFC) encontradas

para as duas espécies.
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Tabela 4 - Dados referente & contagem de unidades formadoras de
coibnia de C.albicans e de bactérias do género
Staphylococcus isolados da cavidade bucal de ftrinta
(42,85%) dos individuos examinados.

Paciente UFC UFC
C.albicans Staphylococcus
02 01 84
04 122 05
05 453 02
06 10 46
07 02 09
12 91 49
17 1210 472
18 61 05
19 117 517
20 172 300
24 K 664
25 19 159
29 43 140
31 25 524
32 74 24
33 828 85
35 0o 03
36 01 144
37 29 107
40 07 356
42 108 275
44 776 25
46 0¢] 03
48 14 12
50 04 03
54 85 400
60 63 108
64 04 22
65 03 62
67 59 126
Média + Desvio Padrio 148 1 288,65 158 + 189,35

b

Tabela 5 — Dados referente a contagem de unidades formadoras de
colénia de C.albicans e S.aureus isolados da cavidade bucal
de cinco pacientes {7,14%) dos individuos examinados.

Paciente UFC UFC
C.albicans S.aureus

05 463 02

06 10 46

07 02 09

19 17 517

a3 828 95

Média + Desvio Padrio 264 + 371,43 134 £ 217,37
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Tabela 6 - Dados referentes a contagem de unidades formadoras de
colénia de Staphylococcus aureus e leveduras do género
Candida isoladas da cavidade bucal de nove pacientes
{12,85%) dos individuos examinados.

Paciente UFC UFC
S.aureus Candida

05 02 463
08 46 10
07 09 02
14 483 01
19 517 117
33 95 828
44 25 776
45 70 03
53 99 02

149 + 201,81 244 + 349,50

Média + Desvio Padrio

a

Tabela 7 - Dados referentes & contagem de unidades formadoras de
S.hyicus, S.schieiferi, C.tropicalis e C.albicans isoladas da
cavidade bucal de seres humanos através do enxagle bucal.

Paciente UFC UFC UFC UFC
S.hyicus S. schieiferi C. lropicalis C.albicans
02 84 - - 01
04 05 - - 122
07 - - 09 02
08 58 - - -
10 12 - - -
11 40 - 40 0t
12 49 - - 91
13 17 - - 08
15 - 05 - 04
20 300 - E 172
23 - - 79 288
34 - 173 - -
39 - - 319 04
42 - 275 275 108
43 - - 275 41
45 - - 70 03
47 - - 24 02
49 - - 48 03
51 26 - - -
54 400
59 - 107 107 59
62 99 - -
63 - - - 247
68 18 - - -
Média + Desvio 65 £ 83,84 140 +113,47 150 + 138,79 68 £ 91,95

Padrao




6 DISCUSSAQ

A microbiota bucal € numerosa tanto na quantidade de
espeécies quanto no total de microrganismos. Calcula-se para a saliva a
meédia de 750 milhdes de microrganismos por mililitro. Das 350 a 400
espécies de microrganismos descritos como residentes da microbiota
bucal, cerca de duzentos espécies s&o freqlentes para cada individuo em
particular {Jorge™, 1998). Deve-se ainda considerar a presenca de
microrganismos transitorios e suplementares.

O género Candida representa microrganismo habitante
normal da microbiota bucal de seres humanos, sendo considerado como o
tnico génerc de fungos que é residente na boca humana. Sua ocorréncia
na cavidade bucal & bastante variavel e estdo documentadas taxas de
isolamento de 10 a 50%, atingindo em alguns relatos até 80% (Brawner &
Cutler'’, 1989; Scully et al.'®, 1994; Jorge et al.®, 1997). Na ocorréncia
de ruptura do equilibrio bioldgico, geralmente na presenca de fatores
predisponentes (patologicos, fisioldgicos, imunoidgicos ou mecanicos),
pode ocorrer aumenta na multiplicacdo ou na invasao de Candida nos
tecidos, instalando-se candidose (Oddsga, 1988; Ghannoum & Abu-
Elteen®’, 1990). Esta infeccao, causada por leveduras do género Candida,

afeta o homem freqUentemente e sua incidéncia tem aumentado com o
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crescente uso de antibidticos, arogas antifdngicas, agentes
imunossupressores e outras doengas infecciosas, principaimente AIDS
(Frost et al.®, 1996).

Por outro lado, bactérias do género Staphylfococcus
também s&o encontradas na microbiota bucal (Rams et al.''’, 1990;
Ohman et al.%’, 1995), apesar de no ser humanc seu nichc ecoldgico
principal ser considerado as narinas anteriores (Reagan et al."®, 1991;
Parras et al.'% 1995). Saureus & a principal causa de infeccées
bacterianas adquiridas na comunidade, além de ser 0 microrganismoc mais
frequente nas infecgdes hospitalares e apresentar cepas com resisténcia
extremamente elevada aos antibidticos (Horam et al.®, 1988; Stamm et
al.'*, 1993; Walsh et al.'®, 1893; Tenover et al.'®, 1994),

Considerando-se  a importancia  dos géneros
Staphylococcus e Candida, sua presenca usual na boca, sua
possibilidade de atuar como microbiota suplementar e, em determinadas
situagfes, ocasionar doenga, procurou-se no presente trabalho
correlacionar a quantidade destes microrganismos na cavidade bucal
humana. Ohman & Jontell * (1988) observaram associacio de C.albicans
e Staphylococcus aureus em queilite angular e observaram que a
eliminagéo do fungo com nistatina levou a cura da lesdo. Nos resultados
do presente trabalho, ndo foi observada correlacdo entre estes dois
géneros de microrganismos na populagac estudada. Importante salientar

que os individuos do presente estudo ndo apresentavam queilite angular
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ou qualquer outro tipo de les@o bucal que sugerisse candidose ou
infeccdo por estafilococos.

Neville et al®. (1995) relataram que 20% dos casos de
queilite angular s&o causados somente por C.albicans, sendo que 60%
s&o devidos & infecgdo combinada de C.albicans e S.aureus, e 20% séo
associados somente com S.avreus.

O isolamento de C.albicans e outras espécies do género
na cavidade bucal, na auséncia de lesdes, nao significa evidéncia de
candidose (Cannon et al.'®, 1995), fato observado no presente estudo,
visto que nenhum dos individuos apresentava candidose clinica.

Os resultados do presente trabalho demonstraram presenga
de microrganismo do género Candida na cavidade bucal de 50 (71,42%)
individuos examinados, sendc a espécie C.albicans a mais frequente, o
que é relatado pela maioria dos autores (Samaranayake,'?” 1992; Frost
et al.®, 1996; Jorge et al.*®, 1997). C.tropicalis é considerada a segunda
espécie de Candida que pode atuar como patdgeno oportunista e produzir
doenga de individuos imunocomprometidos (Odds®, 1987; Gelfand,*
1989), e foi também a segunda mais isolada nos dados do presente
trabalhc (22% das amostras de Candida isoladas, representando 15,7%
dos individuos examinados).

C.albicans & isolada de candidoses superficiais e

profundas, com localizagdo mucosa, mucocutanea, visceral ou sistémica e
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com fungemias. Pode causar flebite supurativa, artrite, osteomielite,
endoftalmia, vaginites, balanites e lesdes do sistema nervoso central.
C.tropicalis & implicada em candidoses invasivas e

hospitalares (Marina et al.”

, 1991) e as infecgdes séo clinicamente
indistinguiveis das produzidas por C.albicans. Pode ser encontrada em
culturas rotineiras de nariz, garganta, pele, vagina e trato gastrointestinal
(Komshian et al.®®, 1989). Paula et al.®® (1990) isolaram 12% de
C.tropicalis da cavidade bucal de pacientes com cancer submetidos a
radioterapia, resultados inferiores ao do presente trabalho (15,7%). Deve-
se levar em consideragéo, entretanto, que, nos individuos examinados no
presente estudo, nao foi considerada a presenca de fatores
predisponentes.

A capacidade de adeséo de C.lropicalis a células do
epitélio bucal, fator que interfere com o grau de viruléncia das leveduras, &
menos intensa quando comparado com C.albicans {Douglas,*1987;
Ruechel,'®® 1990; Ghannoum & Radwan, 21990; Rinaidi,**' 1993), o que
pode explicar, a0 menos parciaimente, sua presenga em menor nimero
na cavidade bucai humana.

Duas cepas de leveduras foram isoladas no presente
estudo (4% das amostras) foram C.glabrata. Esta levedura também pode
ser isolada da cavidade bucal. Segundo Larone™ (1995), em média 7%

dos isolamentos bucais de leveduras sao C.glabrala. Esta espécie esta

freqlientemente correlacionada com pacientes usuarios de protese total,
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inclusive naqueles com estomatite. Esta espécie ¢ relacionadas com
endocardite e fungemias sistémicas (Komshian et al.® 1989) e nao
produz pseudo-hifas e hifas verdadeiras. Dados experimentais tém
relatado que producdo de hifas contribuem para a capacidade de invaséo
de Candida as ceélulas do hospedeirc, assim como maior resisténcia a
fagocitose. A ndo produgdo de hifas por C.glabrata € uma possivel
justificativa para sua menor patogenicidade, assim como o fato de estar
mais freqientemente presente nos pacientes com estomatite por prétese
total.

Apenas uma cepa isolada no presente trabalho foi C.
kefyr. E a Onica espécie de importancia médica que fermenta e assimila a

lactose. Na cavidade bucal, sua presenca tem sido associada com
estomatite por préotese total. Cinco das amostras isoladas dos enxagies
bucais ndo puderam ser identificadas através de provas bioquimicas e
foram consideradas Candida spp.

A viruléncia de cepas de C.albicans e demais espécies do
género parece ser determinada mais pelo hospedeiro do que pelo préprio
microrganismo. A literatura demonstra freqlente colonizagédo da cavidade
bucal em individuos sadios sem lesdes, que variam de 20 a 55%
(Arendorf & Walker?, 1979). Nos resultados do presente trabalho,
encontrou-se isolamento de Candida em 71,42% dos setenta individuos
examinados, o que foi uma taxa bastante elevada. Das cinquenta

amostras isoladas, 31 (62%) eram C. albicans, seguida por C. tropicalis
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(22%), C. glabraia (4%) e C. kefyr (2%). MacFarlane™ (1990) relata que o
isolamento de Candida € variavel na boca de individuos saudaveis,
oscilando de 2 a 71%, com média de 34%. Segundo Brawner & Cutler'’
(1989), a ocorréncia de leveduras do género Candida na cavidade bucal
varia de 10 a 50%, atingindo em alguns casos até 80%, o que permite
incluir os relatos encontrados no presente trabalho, nos quais observou-
se Candida em 71,42% dos individuos examinados.

Os resultados relatados pela maioria dos autores, em
diferentes grupos, nem sempre podem ser comparaveis, pois incluem
varias populacSes com caracteristicas préprias e diferentes técnicas
utilizadas para coleta, isolamento e identificacdo de leveduras. O alto
percentual de isolamento de Candida no presente trabalho pode ter sido
decorrente de inimeros fatores, tais como, método de coleta (enxagie
bucal), sitios anatdmicos analisados (cavidade bucal comoc um todo),
grupos de individuos néo seiecionados por idade, tipo de dieta alimentar,
presenca de dentes e uso de préteses parciais.

A prevaléncia das infecgbes causadas por leveduras do
género Candida afetam ¢ homem, devidc ao aumento da administracéo
de antibidticos de amplo espectro, drogas anti-fungicas e agentes
imunossupressores (Frost et al® 1996). A viruléncia dos fungos
oportunistas esta intimamente relacionada com a presenga de fatores
predisponentes intrinsecos (idade avangada, gravidez, prematuridade,

neoplasias, hemopatias, avitaminoses, tuberculose, AIDS) e extrinsecos
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(antibicticoterapia de largo espectro, corticoides, imunossupressores e
agentes fisicos e quimicos) (Paula'® 1998).

Jorge et al.® (1997) relataram a presenca de C.albicans
em 27,6% das cavidades bucais de 428 jovens (17 a 23 anos) e em
33,1% das criancas (3 a 14 anos), que apresentavam salde bucal e ndo
demonstravam, através de anamnese e exame clinico, nenhum fator
predisponente as candidoses. Os autores demonstraram que a presenca
de Candida foi maior em individuos que apresentavam fatores
predisponentes, como © uso de protese total (50%), aparelhos
ortoddnticos extrabucais (45%), periodontite do adulto (43%), aparelho
ortodéntico fixo (38%) e respiragéo bucal (35%). No presente trabalho, o
numero de individuos portadores de Candida foi superior a todos os
demais grupos descritos por Jorge et al.®® (1997). Outro fator a ser
considerado é a idade dos pacientes. No presente trabalho, estudaram-se
adultos de 25 aos 75 anos, sem divisdes por faixa etéria.

Sabe-se que o hospedeirc possui mecanismos de
resisténcia para controlar e impedir doenga pelas leveduras do género
Candida, visto que estes microrganismos podem habitar normaimente
microbiota bucal, intestinal, vaginal e, eventuaimente, pele {(Cutler*,1991),
Entre os fatores de viruléncia de C.albicans, a produgao de proteinases e
fosfolipases, tem sido amplamente estudada, dado que a acéo de
enzimas lipoliticas exerce importante papel na patogénese das

candidoses.
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A liberacdo de enzimas pelas céluias leveduriformes
aderidas as células do hospedeiro facilita o poder invasor e interfere no
metabolismo celular do hospedeiro, devido a alteragbes no transporte de
ions pela célula € ou na permeabilidade seletiva da mesma, podendo
conduzir & morte celular (Odds™, 1988 e Ghannoum & Abu-Elteen™,1990).
O conhecimento da producédo de enzimas extracelulares como importante
fator de viruléncia de C.albicans foi estabelecido através de trabalhos que
relacionaram atividade enzimatica com aderéncia as céluias e com a
patogenicidade experimental (Barret-Bee et al.”, 1985, Ghannoum & Abu-
Eiteen™,1986).

Almeida’ (1991) demonstrou producio de fosfolipase em
20% das amostras de C. guilliermeondii  estudadas, enquanto que
C.krusei, C.parapsilosis e C.tropicalis n&o produziram fosfolipase. No
presente estudo, entretanto, das 11 amostras de C.tropicalis isoladas,
sete produziram fosfolipase, demonstrando resultados diferentes dos de
Almeida’ (1891).

A determinac&o da produgdo enzimatica de amostras de
C.albicans e outras espécies, isoladas de diversas condicbes e de
diferentes sitios anatémicos, foi observada por varios autores (Riichel et
al.'?* 1982; Samaranayake et al.'®, 1984; Paula et al.'® 1990; Maffei”,
1996; Pires et al.'® 1996; Oliveira et al.® 1998) que apontaram
variagbes de atividade enzimatica entre 50% a 100% para proteinase e 50

a 100% para fosfolipase.
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Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com
a literatura, visto que 87,09% das cepas de C.albicans produziram
fosfolipase e 96,7% produziram proteinase, fortemente positivas. Por
outro lado, 64,5% das cepas de C.albicans foram fortemente positivas
para as duas enzimas.

A colonizacao das superficies das mucosas por espécies
patogénicas de Candida depende de sua habilidade de ades&o, existindo
correlagéo entre aderéncia e patogenicidade {Douglas®,1987). Cassone
et al'® (1987) isolaram amostras de C.albicans de pacientes com
candidose vulvovaginal e de pacientes sadios. Os autores verificaram que
praticamente todas as amostras de C.albicans eram produtoras de
proteinase, mas as isoladas de pacientes com vaginite produziam maior
quantidade de enzima do que as iscladas de portadoras sadias. O mesmo
foi observado por DeBernardis et al.?’, (1990), analisando a presenca de
proteinas acidas em fluidos vaginais de pacientes sintomaticos e
assintomnaticos.

Almeida' (1991) verificou producéo de proteinase em sete
das oito cepas estudadas de C.albicans e em todas das dez de
C.tropicalis. Das dez cepas estudadas de C.parapsilosis, C.krusei e
C.guilliermondii o autor encontrou proteinase em sete, seis e nove cepas,
respectivamente. A proteinase é capaz de degradar IgA secretdria e

sérica presente na saliva. Os possiveis efeitos protetores destes
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anticorpos ficariam diminuidos na presenga de amostra de
microrganismos capazes de produzir proteinase.

A producdo de substdncias proigicas denominadas
fatores killer sdo secretadas in vifro por varias amostras de Candida e
possuem efeito antibidtico para outros fungos e vérias bactérias, sendo
considerados também como fator de viruléncia (Polonelli &
Morace'® 1986). No presente trabalho, utilizando a metodologia de
Polonelii et al''® (1983), obtivemos seis diferentes biotipos kifler
(111,114,116, 411, 443, 888), sendo o bictipo 111 © mais freqlente
(Tabela 3). Polonelli et al."*® {1983) obtiveram 25 biotipos diferentes
numa populagdo de cem amostras, com predominancia do biotipo 111,
(52%) e Magaré et al.”® (1989) registraram trés diferentes biotipos killer
111, 241 e 411.

QO biotipo 888 nac foi frequente nas observagtes de
Polonelli et al.'™(1983), porém nos resultados do presente estudo foram
encontrados seis cepas com este biotipo. O biotipc 888 significa cepas
néo tipaveis, ou seja, resistentes as proteinas killer produzidas pelas
cepas padrdo. No ponto de vista epidemictdgico, a néo tipabilidade é de
grande valia, principalmente quando este biotipo €& isolado
sistematicamente na mesma instituicéo e/ou sitios anatémicos.

A superficie das mucosas e da pele do organismo
humano é colonizada por uma microbiota caracteristica. A pele colonizada

serve como reservatério para disseminagdo de Staphyiococcus
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coagulase-negativoe muiti-resistente em infecgdes hospitalares (Rupp &
Archer'?® 1994).

A cavidade bucal é um sistema de crescimento aberto.
Somente se estabelecem microrganismos que possuem capacidade de
aderéncia as superficies da cavidade bucal ou que, de alguma maneira,
figuem retidos. A boca possui uma microbicta prépria e a maioria de seus
componentes ndo é capaz de colonizar em qualquer outro local do corpo
humano. Os recém-nascidos, no segundo dia de vida, apresentam na
cavidade bucal 98% de estreptococos viaveis e os estafilococos
aparecem em menor nimero. No terceiro mées de vida, a boca de todas as
criancas j& possui microbiota, sendo isolados estafilococos (Jorge™,
1998).

Suzuki et al.'*® 1997 relataram que cavidade bucal pode
servir como reservatério de S.aureus. Os mesmos autores demonstraram
a incidéncia de S.aureus na cavidade bucal de criangas, onde 44 (43%)
foram positivas para S.aureus.

O nicho ecolédgico de S.aureus no organismo humano séo
as narinas anteriores. InlUmeros estudos tém mostrado que as narinas séo
as mais importantes e freqlentes areas onde estes microrganismos
podem ser encontrados. Essa teoria é confirmada quando os portadores
nasais sfo tratados e ¢ microrganismo desaparece também, na maioria
dos casos, de outras areas do corpo (Reagan et al.'®®, 1991, Parras et

al.’ 1995). Por outro lado, em 1965, Knighton * estudando a presenca
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de estafilococos coagulase-positivos na cavidade bucal e nasal de
académicos de QOdontologia, encontrou 0 microrganismo em 47,5% dos
individuos, na saliva, e em 41,7% nas fossas nasais. Segundo o autor, a
relacdo numeérica entre os dados encontrados sugere que, como
reservatérios de estafilococos patogénicos, a cavidade bucal &,
possiveimente, tao importante quanto as fossas nasais. Piochi &
Zelante'™ (1973) encontraram S.aureus em 35% das amostras de saliva
examinadas e também sugeriram a importancia da cavidade bucal como
reservatério de estafilococos patogénicos.

S.aureus foi isolado 13,9% dos enxaglies bucais dos
individuos examinados no presente trabaiho. Entretanto, considerando-se
estafilococos coagulase-positivos, foram isoladas 24 cepas (37%).
Knighton® (1965) demonstrou isolamento de S.aureus em 47,5% da
cavidade bucal dos individuos examinados, resultados supericres aos
encontrados neste trabalho, mesmo considerando-se que o critério
utilizado para identificacde do microrganismo foi realizado até a prova da
coagulase, ou seja, todos os cocos Gram-positivos catalase e coagulase-
positivos foram considerados como S.aureus.

importante salientar, nos dados do presente trabalho, que
foram isoladas cepas de S.hyicus (17% das amostras) e de S.schieiferi
subspécie coagufans (6,1% das amostras) na cavidade bucal humana.
Né&o foi encontrado nenhum trabalho na literatura descrevendo a presenca

destes microrganismos na cavidade bucal.
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Staphylococeus coagulase-negativos foram encontrados
em 63% dos enxagles bucais examinados ne presente estudo. Apesar de
ja terem sido considerados contaminantes de pouca importéancia clinica,
os estafilococos coagulase-negativos foram reconhecidos como agentes
de doencas humanas nas duas Gltimas décadas (Koneman et al.%®, 1997).
Associa-se com estafilococos coagulase-negativo infecgbes urinarias,
nosocomiais, endocardites, infeccdes de vaivulas cardiacas, osteomielite
e endoftalmia pos-cirlirgica (Rupp & Archer'?®, 1994). Houve aumento
dramatico na incidéncia de bacteriemia por Staphylococcus coagulase-
negativos nos ultimos 10 a 15 anos. Choque séptico tem sido reportado
com incidéncia de 12 a 15%, e taxas de mortalidade de 30 a 37% foram
observadas. Aproximadamente metade dos d&bitos associados com
bacteriemias s@o por Staphylococcus coagulase-negativos.

Helovuo et al.® (1993) demonstraram que 43% dos 24
pacientes que receberam f{ratamento sistémico com penicilina
apresentaram abscesso periodontal. Segundo os autores, a administracéo
sistémica de penicilina e eritromicina em pacientes com periodontite
podem levar a superinfeccdo com microrganismos oportunistas como S,

aureus, C.albicans e C.guilliermondii.



7 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho possibilitaram as

seguintes conclusdes,

a) leveduras do género Candida foram encontradas em
71,42% dos enxagles bucais dos individuos
examinados, sendo C. albicans a mais freqliente (62%)
seguindo-se C.fropicalis (22%), C.glabrata (4%) e
C.kefyr (2%);

b) Staphylococcus foram isolados em 92,85% das
cavidades bucais dos individuos examinados, sendo 41
cepas (63%) coagulase negativas. Das 24 cepas
coagulase positivas, nove eram S.aureus, 11 S.hyicus
e quatro S.schieiferi subespécie coagulans,

¢) ndo ocorreu correlagéo entre as quantidades (UFC) de
Staphyiococcus e Candida encontradas nos enxagues

bucais dos individuos examinados.
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Anexo B — Termo de informagédo e Consentimento para Participacao

em Pesquisa Clinica

TiTULO: Presenga de microrganismos dos géneros Staphylococcus e

Candida na cavidade bucal

PESQUISADORES:

ANTONIO OLAVO CARDOSO JORGE*

CLELIA APARECIDA DE PAIVA MARTINS

Faculdade de Odontologia, Campus de Sao José dos Campos - UNESP*
Faculdade de Qdontologia da Universidade de Taubaté - UNITAU*

1.

INTRODUGAO: As informacdes a seguir descreverdo esta
pesquisa e © papel que vocé tera como participante. Qs
pesquisadores responsaveis pelo estudo responderdo a todas as
perguntas que vocé possa ter sobre o estudo. Por favor, ieia-o
cuidadosamente e ndo tenha ddvida em perguntar qualquer coisa
sobre as informacgbes abaixo.

PROPOSITO: Vocé esta sendo convidado a participar de uma
pesquisa clinica cujo objetivo & determinar a presenga de
microrganismos dos géneros Sfaphylococcus e Candida na
cavidade bucal humana.

DESCRIGAO DO ESTUDO: Serzo selecionados70 individuos com
faixa etaria a partir de 25 a 75 anos.

DESCONFORTO, RISCOS E BENEFICIOS ESPERADOS: As
amostras seréo coletadas através de bochechos e o exame clinico
ao qual ¢ paciente sera submetido ndo causa trauma, ndo acarreta
dor ou qualquer risco ou cusio ao paciente. Por outro lado, oferece
elevada possibilidade de gerar conhecimento para a compreensao,
diagnéstico, prevencao e alivio desta infecgéo por fungo que afeia
o bem estar dos participantes desta pesquisa e de outros
individuos.

COMPENSAGAO: Nio existem danos imediatos ou futuros
previsiveis, decorrentes da pesquisa, e, portanto, a mesma néo
inciui a possibilidade de indenizacéo.

CONFIDENCIALIDADE DOS REGISTROS: Concordando em
participar desta pesquisa, vocé permite acesso aos dados obtidos
durante o estudo aos pesquisadores nele envolvidos, aos membros
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do Comité de Etica responsaveis pela andlise deste projeto. Os
resultados deste projeto de pesquisa poderdo ser apresentados em
congressos ou em publicagbes, porém sua identidade ndo sera
divulgada.

7. DIREITO DE PARTICIPAR, RECUSAR OU SAIR: Ao participar,
vOocé concorda em cooperar com os procedimentos que seraoc
executados e que foram descritos acima, n&o abrindo méao dos
seus direitos legais ao assinar o termo de consentimento
informado. Sua participagdo neste estudo é voluntéria e vocé
podera recusar-se a participar ou interromper sua participacéo a
gualquer momento, sem penalidades ou perda dos beneficios aos
quais tenha direito.

8. CONTATOS: Se ainda houver gualquer duvida sobre o estudo,
vocé podera receber mais esclarecimentos falando com:

Prof. Dr. Antonio Olavo Cardoso Jorge®*

Clélia Aparecida de Pajva Martins

Departamento de Biopatoiogia e Diagnodstico/ UNESP, Campus de S&o
José dos Campos™

Telefone: 321-8166 ramal 1205

Departamento de Odontologia - UNITAU *

Telefone: 225-4150 ou 225-4140
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Anexo C - Consentimento do Colaborador da Pesquisa

Eu,
nascido em ;] na cidade de
portador do R.G. n° residente na ,

desejo participar da pesquisa sobre "Presenga de microrganismos dos
géneros Staphylococcus e Candida na cavidade bucal humana” e autorizo
a liveracdo dos dados obtidos neste estudo aos pesquisadores, assim
como sua publicagdo em revistas cientificas especializadas e
apresentacdo em congresso e jornadas cientificas. Declaro que minha
participagdo € voluntaria & que fui devidamente esclarecido sobre os
objetivos deste estudo. Confirmo também que recebi cépia deste termo de

consentimento.

Assinatura - Data: /o
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Anexo D - Ficha Clinica para Pesquisa Cientifica

PACIENTE N° DATA,
NOME SEXO
ENDEREGO CIDADE
BAIRRO CEP FONE
PROFISSAQ FONE COMERCIAL,
ESTADO CIVIL DATA DE NASCIMENTO

HISTORIA MEDICA

1 Esta ou esteve recentemente sob tratamento médico? sim () néo ()
Por qual motivo?

2 Esta tomando algum medicamento? sim () ndo ()} Qual?

3 Tomou antibiético nos Gltimos 6 meses? sim () ndo () Qual?

4 J4& fez radioterapia? sim () n&o ()

5 Marcar com um x 0s problemas que tem ou teve:

diabete ( ) hepatite ( ) herpes ( ) problemas de coracéo ( ) desmaios ( )
hemorragias ( )

problemas de coluna { } problemas renais ( ) press&o alta ( ) presséo
baixa () AIDS ()

outros

6 Tem alergia a algum medicamento? sim () ndo () Quail?
7 Fuma? nao () sim () Quantos cigarros por dia?
8 Consome bebidas alcodlicas? sim ()} ndo () 9 Usa drogas? sim () ndo ()

10 Esté gravida? néo () sim () Quantos
meses?

R.G. Assinatura
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Anexo E - Meios de Cultura que Foram Utilizados

a) meio quimicamente definido para assimilagdo de

carboidratos:
- sulfatc de Amdnia (Reagen) ..........cccvvveevvnnnn. 5,09
- fosfato de potassio basico (Merck) ................. 1,0g
- suifato de magnésio {(Reagen) ....................... 0,5g
= agar (DIfCO.) oo 20,0g
-aguadestilada ... 1000mL

ApGs dissolu¢cdo dos constituintes em banho-maria, ©
meio foi distribuido (18-20mL) em tubo de ensaio, autoclavado a 121°C/15

minutos e armazenado em geladsira.

b} agar Sabouraud-dextrose modificado (Polonelli et

al.'"® 1983):

- peptona (DIfCO) ... 10,0g
- glicose (DIfEo) .o 20,09
—agar (DifCO) ... 20,09
~aguadestilada ... 1000mL

pH=7,0
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Apods dissolugdo dos constituintes em banho-maria, o
meio foi distribuido (4mL)} em tubo de ensaio, autoclavado a 121°C/15

minutos e armazenado em geladeira.

¢) agar para verificac&o do fendmeno killer {Polonelli et

al.''® 1983):

- peptona.(DIfco) ....ccvveeeiivi 10,0g
- dextrose (DIfCo) ..o, 20,09
-agar (DIFCOY e 20,0g
- azul de metileno (Labsynth) ......................... 30,0mg
- tampao acido Citrico ..., 1000mL

Tampé&o acido citrico-fosfato

- &cido citrico.{Merck) ........cccoooee i, 19,209
- fosfato de potassio bibasico { Sigma)........... 34,809
-aguadestilada ..., 1000mL

Apébs dissolugédc dos constituintes em banho-maria, 0
meio foi distribuido (18-20ml.) em tubo de ensaio, autoclavado a 121°C/15

minutos e armazenado em geladeira.
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d) agar fosfolipase (Price et al.'™%, 1982)

-peptona (DIfCo) .......cccoveveeiiieeecie, 10,0g
~glicose (DIfCo) ........coeeiiii e 20,0g
- cloreto sodio (Merck) ... 57,3g
- cloreto de célcio (Difco) ..o 0,559
~agar (DIfco) ..o 20,0g

Apds aquecimenio para dissolugdc dos ingredientes, ©
meio foi esterilizado em autoclave 121°C/15 minutos. Depois de resfriado
a 50°C, adicionaram-se ao mesmo 160mL de emuiséo de ovo a 50% (80g
de gema homogeneizada com 80mL de solucdo fisiologica Naci 0,85%,

estéril em frasco com pérolas de vidro esterilizadas).

e) dgar proteinase (RUchel et al.'**, 1982)

e meic A
- Yeast Carbon Base (Difco) ... ................. 1,79
~ albumina bovina fragdo V (Sigma) ......... 2,0g
- protovit (Roche) ..o 2,59

-aguadestilada ... 100mL.
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» meic B
- agar (DIfCOY .ovvvieiiivieeceee e 18,09
-aguadestilada ..., 100mL

O meic A foi esterilizado por filtragac (membrana Millipore
de 0,22 um) e o meio B foi esterilizado em autoclave a 121°C/15 minutos.
Depois de resfriado a 50°C, A foi adicionado ao B, e,  apds

homogeneizag&o, distribuido em placas de Petri esterelizadas.

f) meio para Fermentacgéo de Carboidrato (Forbes et al.®,

1998)
- vermelho de fenol (Difco) ..., 16,0g
- D - trealose (Difco) ... 10,00
- [0 - | SRS USRU 15,0g
-agua destilada ..........c.oooo 1000mL
-pH=74

Apods dissolucdo dos constituintes em banho-maria, o
meio foi distribuido em coluna (156-120mL) em tubo de ensaio,

autoclavado a 121°C/15 minutos e armazenado em geladeira.
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g) meio para Voges Proskauer (VP)

- peptona (DIfco) ... 7,09

-dextrose (Difco) ........oooovvie 5,09

= KoHPO4 {Sigma) ..o 5,0g

-aguadestilada ... 1000mL
pH=7,0

Apods dissolugcdo dos constituintes em banho-maria, o
meio foi distribuido (3mL) em tubo de ensaio e autoclavado 121°C/15

minutos e armazenado em geladeira.

h) &gar Baird Parker

- triptone (Difco) ... 10,09
- extrato de levedura (Difco) .......cc.cccciiii 1,09
- extrato de carne (Difco) .........ccoovvvvvvviiiiiinnnnn. 5,09
S ghCING e 12,0g
- piruvato de s0dio ..o 10,0g
~cloretode litio ... 5,09
- [ 1= | OO ORI OO 20,09
pH=7,0

Apds aquecimento para dissolu¢do dos ingredientes, o

meio foi esterilizado em autociave 121°C/15minutos. Depois de resfriado a
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50°C, adicionou-se ao mesmo 1% de tellurito de potassio (filtrar em

membrana millipore de 0,22pm) e 5% de emulséo de ovo.
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Anexo F — Tabelas com Resultados Parciais Individuais Obtidos

Tabela 8 - Correlagdo entre o logaritmo das unidades formadoras de
coldnia de Candida e Staphylococcus isoladas das cavidade
bucal através do enxagie bucai (continua)

Paciente n° Log Candida Log Staphylococcus
2 0.00000 1.92428
4 2.08636 0.69897
5 2.66558 0.30103
6 1.00000 1.66276
7 0.30103 0.95424

11 0.00000 1.60206
12 1.95904 ’ 1.69020
13 0.77815 1.23045
14 0.00000 268395
17 3.08279 267394
18 1.78533 0.69897
19 2.06819 2.71349
20 2.23553 2.47712
23 2.45939 1.89763
24 1.49136 2.82217
25 1.27875 2.20140
29 1.63347 2.14613
31 1.38794 2.71933
32 1.86923 1.38021
33 2.91803 1.97772
35 0.95424 0.47712
36 0.00000 2.15836
37 1.46240 2.02938
3¢ 0.60206 2.50379
40 0.84510 2.55145
42 2.03342 2.43933
43 1.61278 2.41830
44 2.88986 1.39794
45 0.47712 1.84510
46 0.95424 0.47712
47 0.30103 1.38021
48 1.14613 1.07918
49 0.47712 168124
50 0.60206 0.47712
53 0.30103 1.99564

54 1.92042 2.60206



120

Tabela 8 - Correlagéo enfre o logaritmo das unidades formadoras de
colénia de Candida e Staphylococcus isoladas das cavidade
bucal através do enxague bucal (concluséo)

Paciente n° Log Candida Log Staphylococcus
59 1.77085 2.02938
60 1.79934 2.03342
64 0.60206 1.34242
65 0.47712 1.79239

67 1.77085 2.10037
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Tabela 8 - Correlag@o entre o iogaritmo das unidades formadoras de
coldnia de Candida e Staphylococcus e as respectivas
espécies identificadas, isoladas da cavidade bucal através
de enxagle bucal (continua)

Paciente Candida Espécie  Staphylococcus Espécie

n° l.og/UFC Log/UFC
1 - - 0.00000  Coaguiase-negativo
2 0.00000 C. albicans 1,82428 S.hyicus
3 - 1,79239 Coaguiase-negativo
4 2,08636  C.albicans 0,69897 S.hyicus
5 2,66558 C.albicans 0,30103 S aureus
6 1000000  C.albicans 1,66276 S.aureus
7 0,30102  C. albicans 0,95424 S.aureus
C. tropicalis

8 - - 1,76342 S.hyicus
9 - - - -
10 - - 1,07918 S.hyicus
11 0,00000 C.tropicalis 1,60206 S.hyicus
12 1,95904 C.albicans 1,69020 S.hyicus
13 0,77815 Candida spp 1,23045 S.hyicus
14 0.00000 Candida spp 2,68335 S.aureus
15 - - 0,60205 S. schieiferi
16 - - 1,11384  Coagulase-negativo
17 3,08279  C. albicans 2,67394 Coagulase-negativo

Candida spp.
18 1,78533 C.albicans 0,69897 Coagulase-negativo
19 2,06819 C.albicans 2,71349 S.aureus
20 223553  C.albicans 247712 S.hyicus
21 - - 1,07918  Coagulase-negativo
22 - - 1,25527 Coagulase-negativo
23 2,45939  C.tropicalis 1,89763 Coagulase-negativo
24 1,49136 C.albicans 2,82217 Coagulase-negativo
25 1,27875  C.albicans 2,20140 Coagulase-negativo
26 - - 2,71516 Coagulase-negative
27 - - 2,22530 Coagulase-negativo
28 - - 264738 Coagulase-negativo
29 1,63347 C.albicans 2,14613 Coagulase-negativo

Candida spp
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Tabela 9 - Correlagéo enfre o logaritmo das unidades formadoras de

coldnia de Candida e Staphylococcus e as respectivas
espécies identificadas, isoladas da cavidade bucai através
de enxagle bucal (continua)

Paciente Candida Espécie  Staphylococcus Espécie
n° Log/UFC Log/UFC
30 - - 272345 Coagulase-negativo
31 1,39794  C.albicans 2,71933 Coagulase-negativo
32 1,86923  C.albicans 1,38021 Coagulase-negativo
33 2,91803 C.albicans 1,97772 S.aureus
34 - - 2,23804 S. schleiferi
35 0,95424 C.albicans 0,47712 Coagulase-negativo
36 0,00000 C.albicans 2,15836 Coagulase-negativo
37 1,46240 C.albicans 2,02938 Coagulase-negativo
38 - - 2,08069 Coagulase-negativo
39 0,60206 C.tropicalis 2,50379 Coagulase-negativo
40 0,84510 C.albicans 2,55145 Coaguliase-negativo
41 - - 2.04139 Coagulase-negativo
42 2,03342 C.albicans 2,43933 S.schleiferi

C.tropicalis
43 161278 C.tropicalis 2,41830 Coagulase-negativo
44 2,88086 C.albicans 1,39794 S.aureus
45 0,47712 C.tropicalis 1,84510 S.aureus
46 0,95424  C.albicans 0,47712 Coaguiase-negativo
47 0,30103 C.tropicaiis 1,38021 Coagulase-negativo
43 1,14613  C.albicans 1,07918 Coagulase-negativo
49 0,47712 C.tropicafis 1,68124 Coaguiase-negative
50 0,60206 C.albicans 0,47712 Coagulase-negativo
59 - - 1,41497 S. hyicus
52 - - 1,80617 Coagulase-negativo
53 0,30103 Candidaspp.  1,99564 S.aureus
54 1,92942  C.albicans 260206 Coagulase-negativo
55 - - 0,90308 Coaguiase-negativo
56 - - 1,50514 Coaguiase-negaitivo
57 - - 1,57978 Coagulase-negativo
o8 - - 2,48995  Coagulase- negativo
59 1,77085  C.tropicalfis 2,02938 S. schieiferi
C.kefyr
C.glabrata

60 1,79934 C.albicans 2,03342 Coagulase-negativo
61 - - 1,83951 Coagulase-negativo
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Tabela 9 - Correlagéo entre o logaritmo das unidades formadoras de
coldénia de Candida e Staphylococcus e as respectivas
espécies identificadas, isoladas da cavidade bucal através
de enxaglie bucal (concluséo)

Paciente Candida Espécie  Staphylococcus Espécie

n° Log/UFC LogiUFC
62 - - 1,99563 S. hyicus
63 0,47712 C.albicans

C.tropicalis

C.glabrata
64 0,60206 C.albicans 1,34242 Coagulase-negativo
65 0,47712 C.albicans 1.79239 Coagulase-negativo
66 - - 202118
67 1,77085 C.albicans 2,10037 Coagulase-negativo
68 - - 1,20411 S.hyicus
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ABSTRACT

The presence of Candida genus yeasts and staphylococci in the human oral
cavily is very important because they can act as supplementary microbiota and in
certain situations can cause oral or systemic diseases. The aim of this study was
to correlate the presence of Candida genus yeasts and species of staphylococci
in the human oral cavity. Qral rinsings were colected from 70 people and the
cultived in Sabouraud glucose agar with chioramphenicol and Baird-Parker agar.
After the incubation period, the microrganisms were isofated and identified
through biochemical tests. The Candida genus yeasts were found in 71,42% of
the examined people, and C.albicans were isolated from 92,85% of the oral
cavities. Fourty-one Staphylococcus negative for coagulase (63%) were found.
Among the Staphylococcus samples positive for coagulase nine were S.aureus

11 S.qvicus and four S.schieiferi subspecies coagulans. There was no correlation
between the quantities (cfu) of Candida and staphylococci isolated from the oral
rinsings of the examined people.
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