Presenca candida spp. em pacientes com periodontite cronica
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Resumo

Leveduras do género Candida sao habituais na cavidade bu-
cal humana e podem causar doenga na presenca de fatores
predisponentes. As leveduras podem ser isoladas de bolsa
periodontal e originar um quadro de superinfecg¢do, princi-
palmente quando do uso de antibidticos. O objetivo do pre-
sente trabalho foi verificar a presenca de leveduras do género
Candida na cavidade bucal e bolsas periodontais de indivi-
duos portadores de periodontite cronica e correlacionar as
cepas isoladas da cavidade bucal com as da bolsa periodon-
tal. As amostras coletadas de 88 individuos foram semeadas
em 4dgar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e, apds cres-
cimento, as cepas foram isoladas e identificadas através das
provas bioquimicas. Leveduras do género Candida foram iso-
ladas da cavidade bucal em 31,82% e da bolsa periodontal
em 7,96% dos individuos examinados, sendo que 6,82% apre-
sentaram leveduras tanto na cavidade bucal quanto na bolsa
periodontal. Candida albicans foi a espécie mais freqiiente-
mente encontrada.
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ABSTRACT

Candida ssp. is commonly isolated from the human oral ca-
vity and can cause disease when predisposing factors are pre-
sent. Yeasts can be also isolated from the periodontal pocket
and originate superinfection, mainly when the patient is un-
der antibiotic therapy. The aim of the present study was to
verify the presence of Candida ssp. in the oral cavities and
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periodontal pockets of patients with chonic periodontitis and
to correlate the strains isolated from these different sites. The
material colected from 88 patients were inoculated on Sa-
bouraud dextrose agar supplemented with chloramphenicol
and the isolates were identified through biochemical tests.
Candida ssp. were isolated from the oral cavity of 31.82 % of
the patients and 7.96 % of the examined periodontal pockets
6.82 % presented Candida in both the studied sites. Candida
albicans was the most frequently isolated.

UNITERMS

Candida; periodontitis disease; phospholipase; proteinase;
killer system, oral cavity

INTRODUCAO

Infec¢des causadas por leveduras do género
Candida afetam freqiientemente o ser humano e sua
incidéncia tem aumentado com o crescente uso de
antibiéticos, agentes imunossupressores e, mais
recentemente, com a epidemia da AIDS!. As leve-
duras estdo amplamente distribuidas na natureza,
sendo encontradas no solo, dgua, vegetais, alimen-
tos e em diversos ambientes, inclusive hospitala-
res. Embora algumas espécies tenham distribuicao
mais restrita, podem comportar-se como micror-
ganismos comensais ou patogénicos no organismo
do homem e de outros animais!”?!,

Quando ocorre uma ruptura do equilibrio bio-
l6gico, geralmente resultante de fatores predispo-
nentes (patolégicos, fisioldgicos, imunoldgicos e
mecanicos), hd um aumento na multiplicacdo e/ou
invasdo destes microrganismos em tecidos, insta-
lando-se a infec¢do!!?!. Qualquer fungo é capaz de
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crescer a temperatura do hospedeiro (37°C) e so-
breviver em baixo potencial de 6xido-redugdo (con-
dicdo encontrada em tecidos danificados), pode ser
considerado um patégeno humano importante*’. O
aumento no nimero de individuos imunocompro-
metidos na populagdo tem atraido a atencdo para a
importancia do estudo de C. albicans como um
fungo oportunista patogénico® .

C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata sdo as
espécies mais freqlientemente isoladas de candi-
doses (mais de 80%). C. parapsilosis, C. stellatoi-
dea, C. guilliermondii, C. krusei sao também iso-
ladas de diferentes amostras clinicos*. No entanto
o principal patégeno humano do género Candida
é, sem duvida, C. albicans, e sua habilidade em
causar doenca estd mais relacionada ao estado imu-
nolégico do hospedeiro do que aos conhecidos fa-
tores de viruléncia’® .

Viérios autores relataram a producgdo de
fosfolipases!>?*31:3¢ proteinases®’*3%por cepas de
Candida. Fosfolipase ¢ uma enzima que degrada
fosfolipideos, comuns em todas as formas de vida
e estdo freqiientemente associadas as membranas
celulares*! | podendo tomar parte do processo de
invasdo de C. albicans nos tecidos?'.

Produc¢do de proteinase extracelular tem sido
apontada como relevante na viruléncia de determi-
nadas cepas. Muitos microrganismos patogénicos
possuem enzimas hidroliticas que destroem, alte-
ram ou danificam a integridade da membrana ce-
lular do hospedeiro, levando a uma disfun¢do ou
interrup¢ao das suas atividades, representando im-
portante mecanismo de patogenicidade de C. albi-
cans, possivelmente por facilitar sua penetracao nos
tecidos.

Algumas espécies de Candida produzem subs-
tancias protéicas que podem agir como fatores de
viruléncia, denominados fatores, toxinas ou prote-
inas killer>®. O efeito killer demonstrado por le-
veduras é medido pela presencga de receptores ce-
lulares da parede celular e pela auséncia de um
sistema de imunidade especifica do hospedeiro.

Pires et al.?6 (1996) estudaram amostras de C.
albicans isoladas da mucosa bucal de pacientes com
positividade para HIV e encontraram 64,5% com o
biotipo 211. Oliveira et al.® (1998) estudaram a sen-
sibilidade de amostras isoladas de C. albicans da
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mucosa bucal de individuos com céncer as toxinas
killer e relataram que essas amostras apresentam na
sua maioria apenas um biotipo. Entre os isolados de
C. albicans, 95,8% mostraram-se com biotipo 811.

A forma mais comum de doenca periodontal
destrutiva em adultos é a periodontite cronica que
se caracteriza por perda clinica de insercdo, em
decorréncia da destrui¢do do ligamento periodon-
tal e perda de osso de suporte'. Em alguns casos,
esta perda de inser¢do pode progredir, a despeito
de um extensivo tratamento, caracterizando a peri-
odontite refrataria, que pode ocorrer em situacdes
onde a terapia convencional tem falhado em elimi-
nar reservatérios de microrganismos infecciosos,
ou resultar do aparecimento de patégenos oportu-
nistas superinfectantes?.

De acordo com Jorge!* (1995), hda um aumento
no isolamento de Candida no sulco gengival de
pacientes com doenca periodontal. Espécies de
Candida tém sido isoladas na microbiota subgen-
gival de tecidos gengivais de pacientes com abs-
cessos periodontais'?, periodontite avancada*’; em
pacientes com AIDS3%; em pacientes com periodon-
tite juvenil localizada'? e em pacientes com perio-
dontite cronica tratados com antibidticos'?.

A utiliza¢do de antibacterianos de amplo espec-
tro como auxiliares no tratamento periodontal tem
sido um dos mais relevantes fatores para o desen-
volvimento de superinfec¢des por bactérias resis-
tentes e por leveduras do género Candida®, inclu-
sive em pacientes portadores do HIV, que além de
terem sua imunidade comprometida, sdo submeti-
dos a tratamentos prolongados com antibacteria-
nos para curar ou prevenir infec¢des bacterianas.

O propésito do presente trabalho foi isolar e
identificar amostras de leveduras do género Can-
dida da cavidade bucal e bolsa periodontal em pa-
cientes com periodontite cronica, correlacionar as
cepas presentes na cavidade bucal com as da bolsa
periodontal e além disso, avaliar fatores de pato-
genicidade e distribuicdo de biotipos killer nas
amostras isoladas.

MATERIAIS E METODOS

Para este estudo foram selecionados 88 paci-
entes que procuraram a clinica de Periodontia da
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Faculdade de Odontologia da Universidade de Tau-
baté (UNITAU), com 25 anos de idade ou mais e
que apresentavam quadro de periodontite cronica
(minimo de dois sitios com profundidade de son-
dagem maior ou igual a Smm). Estes pacientes ndo
deveriam apresentar doenca sistémica, ndo haver
iniciado tratamento da doenca periodontal e ndo
ter feito uso de antibidticos nos seis meses que pre-
cederam a coleta. Nenhum paciente havia recebi-
do tratamento periodontal ou recebido orientagdes
sobre higiene bucal antes da coleta de material.

Os pacientes foram informados sobre a finali-
dade da pesquisa, bem como sobre os métodos de
coleta das amostras e o projeto aprovado pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa 072/99-PH/CEP. Apés
o consentimento foram realizados: anamnese, exa-
me clinico periodontal utilizando o indice de do-
enca periodontal (IDP) desenvolvido por Spolsky*6
(1992), e preenchida a ficha clinica com dados ne-
cessarios ao estudo. Para o grupo controle, foram
utilizados setenta individuos saudéveis.

Para cada paciente do grupo controle foi for-
necido 10mL de solucdo fisioldgica esterilizada
(NaCl a 0,85%) tamponada com fosfato 0,1M, pH
7,4 (PBS), em um recipiente universal descartdvel,
para que fosse feito enxagiie bucal por 60 segun-
dos. A seguir, o enxagiie bucal foi devolvido ao
recipiente, que foi mantido em gelo até ser levado
ao laboratoério de Microbiologia, respeitando-se um
periodo maximo de 3 horas entre a coleta e proces-
samento. Cada amostra de enxdgiie bucal (contro-
le) foi centrifugada a 3000 Xg por 10 minutos e o
sobrenadante descartado. O depdsito foi ressuspen-
dido em 2,5 mL de PBS e misturado em agitador
de tubos (Vortex) por 30 segundos, produzindo as-
sim a suspensdo de concentracgio final, baseando-
se em Santos & Jorge* (1998).

A coleta de material da bolsa periodontal foi
realizada com cones de papel, apds a remocgdo da
placa supragengival com compressa de gaze este-
rilizada e isolamento relativo com roletes de algo-
dao, foram colocados trés cones de papel esterili-
zados n® 30 (dureo) em cada bolsa periodontal, até
a profundidade de sondagem, por 30 segundos. Os
cones, contendo o material coletado, foram colo-
cados em tubos pléasticos (Eppendorf) contendo
ImL de PBS. O material coletado foi mantido em
gelo até ser levado ao laboratdrio, respeitando-se
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o periodo madximo de 3 horas entre a coleta e o
processamento.

As amostras de material subgengival foram
homogeneizadas em Vortex durante 30 segundos e
os cones removidos com auxilio de pingas esterili-
zadas. Cada amostra foi centrifugada por 10 minu-
tos (8000 X g) e o sobrenadante descartado. O de-
poésito foi ressuspendido em 0,6 mL de PBS e
misturado em Vortex por 30 segundos, produzindo
assim a suspensdo de concentracgdo final, basean-
do-se em Santos & Jorge* (1998).

De cada amostra (suspensdo de concentragio
final) de enxdgiie bucal e material subgengival, foi
semeado 0,1mL em duplicata em placas de Petri
contendo agar Sabouraud dextrose (Difco) com clo-
ranfenicol (0,1 mg de Quemicetina Succinato, Car-
lo Erba, por mL de meio) e incubadas a 37°C por
48 horas e a seguir por mais cinco dias a tempera-
tura ambiente. As amostras também foram semea-
das em CHROMagar. Apds crescimento das colo-
nias caracteristicas, foram feitos esfregagos corados
pelo Gram. Quando da presenca de leveduras, as
colonias foram transferidas para dgar Sabouraud
dextrose inclinado, para obten¢do de culturas pu-
ras, as quais foram posteriormente identificadas de
acordo com Sandvén*?* (1990).

A producgdo de fosfolipase foi detectada com
metodologia descrita por Price et al*%. (1982), pro-
teinase por Ruchel et al.** 1982). A verificacdo do
fator killer foi realizado baseando-se em Polonelli
et al.? (1983).

Para anélise dos resultados foi realizado o teste
estatistico Qui - quadrado (x?) considerando-se dife-
renga estatisticamente significativa quando p < 0,05.

REesuLTADOS

Leveduras do género Candida foram isoladas
do enxdgiie bucal de 28 (31,82%) pacientes com
periodontite. C. albicans foi a espécie mais fre-
quente nos isolamentos (83,34%), seguindo-se C.
glabrata (10%) e C. tropicalis (6,66%). Da bolsa
periodontal, foram isoladas leveduras do género
Candida em 7,96% dos pacientes (n = 7), sendo
que 85,72% das amostras foram identificadas como
C. albicans e 14,28% C. glabrata conforme pode
ser observado na Tabela 1.
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Dos individuos examinados, 22 (25%) apresen-
taram leveduras do género Candida somente na
cavidade bucal, 1 (1,13%) somente na bolsa perio-
dontal e 6 (6,82%) apresentaram tanto na cavidade
bucal quanto na bolsa periodontal (Figura 1).

Deste estudo participaram 35 homens e 53 mu-
lheres, ndo sendo encontrada diferencga estatisti-
camente significativa com relacdo ao sexo (p =
0,1407) entre os casos positivos e negativos (Ta-
bela 2).

Nao houve prevaléncia estatistica significativa
(p = 0,6947) de casos positivos para as faixas eta-
rias estudadas (Tabela 3).

Também ndo foi encontrada correlagdo estatis-
tica significativa (P=0,5164) entre casos positivos
e pacientes fumantes (Tabela 4).

Com relagdo a profundidade de bolsa periodon-
tal ndo ocorreu uma prevaléncia estatisticamente

significativa (p = 0,3332) para os casos positivos
para Candida na cavidade bucal (Tabela 5).

Vinte e uma (75%) das 28 cepas de C. albicans
produziram fosfolipase e 25 (89,3%), proteinase; des-
tas ocorreu predominéncia de cepas fortemente posi-
tivas (46,5% para fosfolipase e 89,3% para proteina-
se). Seis (21,5%) das cepas de C. albicans foram
fortemente positivas para as duas enzimas (Tabela 6).

A tipagem killer realizada com as cepas de le-
veduras isoladas da cavidade bucal, demonstrou
maior freqiiéncia do biotipo 111, com 19 (52,77%)
cepas, seguindo-se o biotipo 114 com 8 (22,3%)
cepas, biotipo 414 com 8 (22,3%) e 1 (2,7%) cepa
com o biotipo 888. A tipagem killer realizada com
as cepas de leveduras isoladas das bolsas periodon-
tais, também demonstrou maior freqiiéncia do bio-
tipo 111, com 6 (85,8%) cepas. Duas (28,6%) das
cepas de C. albicans foram fortemente positivas
para as duas enzimas (Tabela 7).

Tabela 1 - Distribuicao de freqiiéncia das espécies de leveduras do género Candida isolados da cavidade
bucal de individuos com periodontite cronica.

Espécies Bochecho Bolsa Periodontal Total

n n % n %

C. albicans 25 83,33 06 85,72 31

C. glabrata 03 10 01 14,28 04

C. tropicalis 02 6.67 - - 02
Total de espécies 30 100 07 100 37

Diagrama de Venn
onde:

n ® total da amostra = 88

A® positivos para a cavidade bucal =22

B® positivos para a bolsa periodontal = 1

ACB ® positivos para a cavidade bucal e
bolsa periodontal =6

FIGURA 1- Diagrama de Venn demonstrando esquematicamente a presenca de leveduras do género Candida na cavidade bucal e bolsa perio-

dontal.
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Tabela 2 - Numero de individuos que apresentaram espécies de Candida na cavidade bucal e bolsa
periodontal de acordo com o sexo

Sexo Casos positivos Casos negativos Total
n n % n %
Masculino 16 45,71 19 54,29 35
Feminino 15 28,31 38 71,69 53

Teste Qui-quadrado (c’= 2,17, gl= 1, p=0,1407)

Tabela 3 - Numero de individuos que apresentaram espécies de Candida de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria Casos positivos Casos negativos Total
n n % n %
25 -30 3 25 9 75 12
31-40 13 43,34 17 56,66 30
41 - 50 13 34,2 25 65,8 38
51 - 60 2 25 6 75 8

Teste de aderéncia de Kolmogorov-Smirnov (gl= 2, p= 0,6947)

Tabela 4 - Numero de individuos que apresentaram espécies de Candida de acordo com o habito de fumar

Casos positivos Casos negativos Total
n n % n %
Fumantes 9 45 11 55 20
Nao fumantes 22 32,35 46 67,65 68

Teste Qui-quadrado (c*= 0,834, gl= 1, p= 0,5164)

Tabela 5 - Numero de individuos que apresentaram espécies de Candida de acordo com a profundidade
de bolsa periodontal

Profundidade da bolsa Casos positivos Casos negativos Total
periodontal em mm

n % n % n
5-6 11 43,3 15 57,7 26
7-8 14 34,15 27 65,85 41
9-10 6 28,6 15 71,4 21

Teste de tendéncia Qui-quadrado (c*= 0,9365, gl= 1, p= 0,3332)
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Tabela 6 - Distribuicdo de frequéncia de biotipos killer e grau de atividade enzimatica de proteinase e
fosfolipase de amostras isoladas da cavidade bucal de individuos com periodontite crénica

Espécies

C. albicans

Total

C. tropicalis

Total

C. glabrata

Total

Total de espécies

Biotipo
killer

111
114

414

114
414

888

111
114

414

n

16

06

06

28

02

3

36

Fosfolipase — GAE Proteinase — GAE
2 3 1 2 3
6 8 1 0 15
1 4 1 0 5
1 1 1 0 5
8 13 3 0 25
0 1 1 0 1
0 0 1 0 0
0 1 0 0 1
0 1 0 0 1
0 3 2 0 3
0 0 1 0 0
1 0 1 0 0
0 1 1 0 1
1 1 3 0 0

GAE - Grau de atividade enzimadtica: 1) negativo, 2) positivo, 3) fortemente positivo

Tabela 7 - Distribuicao de freqiiéncia de biotipos killer e grau de atividade enzimatica de proteinase e
fosfolipase de amostras isoladas da bolsa periodontal de individuos com periodontite crénica

Espécie

C. albicans
C. glabrata

Total de espécies

Biotipo killer

111

n

6

1

7

1

1

0

1

Fosfolipase — GAE Proteinase — GAE
2 3 1 2 3
3 2 0 0 6
0 1 0 0 1
3 3 0 0 7

GAE - Grau de atividade enzimadtica: 1) negativo, 2) positivo, 3) fortemente positivo

Discussio O isolamento deste género a partir das bolsas
periodontais foi de 7,95%. Considerando-se a si-

A porcentagem de isolamento do género Can- milaridade entre a microbiota da doenca periodon-
dida a partir da cavidade bucal, segundo relatos da tal e infeccdo pulpar, verifica-se que tal porcentual
literatura, apresenta variagdo de 30 a 60%'**** . de isolamento estd de acordo com os dados obti-
No presente trabalho, resultado semelhante foi ob- dos por Kubo et al.'® (1997) que estudaram amos-
servado, sendo que 31,82% dos individuos exami- tras isoladas do canal radicular utilizando a mes-

nados apresentaram Candida na cavidade bucal.
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Nenhuma correlacdo pdde ser observada entre
o isolamento de Candida e o sexo, faixa etaria € o
fumo. Na literatura, a correlacio entre idade avan-
cada e a maior predisposicdo as candidoses € rela-
tada, em particular em pacientes portadores de pré-
tese total. O porcentual de isolamento nos pacientes
idosos neste estudo foi semelhante aoobservado
para faixa etaria entre 25 e 30 anos, possivelmente
devido ao fato de terem sido excluidos na selecdo
os pacientes de protese.

Outro fator frequentemente citado na literatura
como fator predisponente para as candidoses € o
fumo *. No entanto, no presente trabalho nao foi
obsevada correlagdo entre o fumo e o maior isola-
mente de Candida.

Leveduras do género Candida tem sido relaci-
onados com casos de periodontite cronica, princi-
palmente em pacientes submetidos ao tratamento
com antibidticos®>!* . Nenhuma correlagio foi ob-
servada, no entanto, entre profundidade de bolsa
periodontal e isolamento de leveduras do género
Candida.

C. albicans foi a espécie prevalente nos grupos
estudados, seguida de C. glabrata, tanto a partir
da cavidade bucal quanto da bolsa periodontal, o
que esta de acordo com os estudos de Jorge et al.'*
(1995).

A producdo de substincias protéicas denomi-
nadas fatores killer sdo secretadas in vitro por va-
rias amostras de Candida e possuem efeito antibi-
otico para outros fungos e varias bactérias, sendo
considerados também como fator de viruléncia®®.
O biotipo 111 foi observado freqiientemente nos
grupos estudados. Dentre as amostras isoladas da
cavidade bucal, foram observados também bioti-
pos 114, 414 e 888. Cem por cento das amostras
isoladas das bolsas periodontais foram classifica-
das com biotipo 111.

Polonelli et al.? (1983) obtiveram 25 biotipos
diferentes numa populacido de cem amostras, com
predominancia do biotipo 111 em 52% das cepas
isoladas e Magaroé et al.'® (1989) amostras regis-
traram trés diferentes biotipos killer 111,241 e 411
em cinqiienta amostras

O biotipo 888 ndo foi freqiiente nas observa-
¢oes de Polonelli et al.* (1983), porém nos resul-
tados do presente estudo foram encontrados sete
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cepas com este biotipo. O biotipo 888 significa
cepas ndo tipdveis, ou seja, resistentes a todas pro-
teinas killer produzidas pelas cepas padrdo. No
ponto de vista epidemioldgico, a ndo tipabilidade
¢é de grande valia, principalmente quando este bio-
tipo € isolado sistematicamente na mesma institui-
cdo e/ou sitios anatdmicos. A partir dos resultados
obtidos no presente estudo, nenhuma correlagao
entre os biotipos killer e a presenca de patologia
periodontal foi observada.

C. albicans possui fatores de patogenicidade
que possibilitam o agravamento da doenga perio-
dontal como a capacidade de invadir o epitélio do
sulco, inibi¢do de funcdo dos polimorfonucleares,
lisar mondcitos, presenca de endotoxinas e produ-
¢do de enzimas. A producdo de fosfolipase, junta-
mente com a proteinase parece exercer papel im-
portante na invasdo da célula do hospedeiro**?7.

A determina¢do da producdo enzimdtica de
amostras de C. albicans e outras espécies, isoladas
de diversas condicdes e de diferentes sitios anato-
micos, foi observada por vérios autores*>2640-1 que
apontaram variacdes de atividade enzimética entre
60% a 100% para proteinase e 50 a 100% para fos-
folipase.

Os dados deste trabalho revelaram que (75%)
das 28 cepas de C. albicans isoladas da cavidade
bucal, produziram fosfolipase e 89,3% eram pro-
dutoras de proteinase. Por outro lado, 21,5% das
amostras de C. albicans isoladas da cavidade bu-
cal e 28,6% da bolsa periodontal apresentaram
forte atividade fosfolipasica e proteindsica. Acre-
ditamos que a producgdo destas enzimas pelas leve-
duras, no sulco gengival, possam agir como fator
de patogenicidade na doenca periodontal.

Importante salientar que a identificacio de fa-
tores de viruléncia, como produgio de enzimas por
microrganismos presentes no sulco gengival é um
dos fatores observados para se considerar um mi-
crorganismo como possivelmente envolvido na
doenca periodontal*’-*,

CONCLUSOES

a) leveduras do género Candida foram isola-
das da cavidade bucal em 31,82% e na bol-
sa periodontal em 7,96% dos individuos exa-
minados;
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b) as espécies mais isoladas da cavidade bucal
foram C. albicans (83,33% das cepas), C.
glabrata (10%) e C. tropicalis (6,67%). No
sulco gengival a espécie mais isolada foi C.
albicans (85,72%) seguindo-se de C. glabra-
ta (14,28%);
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