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Resumo

A suscetibilidade a antifungicos foi avaliada para espécies de Candida spp isoladas
de trés diferentes sitios da cavidade oral de 19 pacientes com doenga periodontal, a
saber: bolsa periodontal, mucosa bucal e sulco gengival. Um total de 140 amostras
de leveduras foram isoladas e identificadas por métodos comumente utilizados em
Micologia. Destas, 105 foram identificadas como C. albicans, 16 como C. tropicalis,
5 como C. parapsilosis, 4 como C. krusei, 3 como C. famata, 3 como C.
norvegensis, 3 como C. dubliniensis e 1 como C. lusitaniae. As leveduras foram
testadas frente aos antifungicos fluconazol, itraconazol, cetoconazol e anfotericina B
de acordo com a padronizagdo do NCCLS. Dentre as amostras de C. albicans, 88%
apresentaram susceptibilidade dependente da concentragdo (SDC) e 3,6%
resisténcia a pelo menos um antifungico azdlico. Entre as outras espécies, 57%
apresentaram SDC e 42,8% resisténcia a pelo menos um dos azodlicos testados.
Quanto a anfotericina B, 90% das C. albicans e 74,3% das nao-albicans foram
resistentes a este antifungico. Ndo houve ocorréncia de resisténcia para o
fluconazol e apenas 3,6% das C. albicans e 40% das “nao-albicans” foram SDC
para este antifungico. Os valores da Concentragao Inibitéria Minima CIM50 e CIM90
dos antifungicos azodlicos para as amostras de C. albicans foram inferiores aos
encontrados para as demais espécies. Para a anfotericina B, os valores de CIM50 e
CIM90 nao foram diferentes entre C. albicans e demais espécies. Apesar do baixo
indice de resisténcia, foi observada elevada ocorréncia de SDC para itraconazol e
cetoconazol. Foi possivel concluir que pacientes com doenga periodontal
apresentaram niveis de colonizacao por Candida spp relevantes, principalmente na
mucosa bucal e bolsa periodontal, com uma importante ocorréncia de SDC e
resisténcia aos antifungicos testados, o que esta de acordo com dados recentes

sobre a diminui¢cao da sensibilidade a antifungicos entre espécies de Candida.
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Abstract

The susceptibility to antifungal was evaluated for Candida spp isolated from three
different sites of the oral cavity from 19 patients with periodontal illness, known as:
periodontal pocket, oral mucosa and ridge gengival. A total of 140 yeasts were
isolated and identified by classical methods in Micology. From this, 105 were
identified as C. albicans, 16 as C. tropicales, 5 as C. parapsilosis, 4 as C. Krusei, 3
as C. famata, 3 as C.norvegensis, 3 as C.dubliensis and 1 as C. lusitaniae. The
antifungal Fluconozole, Itraconazole, Ketoconazole and Anfotericin B were tested
against the yeasts according to the NCCLS padronization. Among the samples of C.
albicans, 88% showed susceptibility depending on the concentration (SCD) and
3,6% were resistant to at least one antifungal azoles studied. Among other species,
57% presented SDC and 42,8% showed resistance to at least one of the antifungal
azoles tested. Regarding to Anfotericin B, 90% of the C. albicans isolates and 3% of
the “non- albicans” showed resistance to this antifungal drug. There was no
occurrence of resistance to the Fluconozale and only 3,6% of C. albicans and 40%
of the “non-albicans” were SDC to this antifungal. The values of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC50 and MIC90) of the antifungal azoles to the samples of C.
albicans were inferior to the ones found in the other species. For the Anfoterecin B,
the values of MIC50 and MIC90 were not different among C. albicans and the other
species. Besides the low percentage indice of resistance, it was observed high
occurrence of SDC to Itraconazole and Cetoconazole. Patients with periondontal
illness presented relevant levels of colonization by Candida spp, mainly at the oral
mucosa and periodontal pocket showing important occurrence of SDC and
resistance against the antifungals drugs tested according to the recent literature data

about the decrease of sensibility to antifungals among Candida species.
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A cavidade oral humana tem sido considerada um meio ambiente unico, por
oferecer uma variedade de nichos ecologicos para a colonizagdo microbiana,
inclusive para fungos pertencentes ao género Candida (Jabra-Rizk et al., 2001).
Diversas espécies de Candida colonizam como organismos comensais a cavidade
oral de aproximadamente 40% da populacdo adulta saudavel, sendo Candida
albicans a espécie prevalente (Arendorf & Walker, 1980; Candido et al., 1995).

A candidose é considerada a mais frequente infecgao fungica da cavidade
oral humana, e C. albicans € também a principal espécie relacionada, embora as
espécies nao-albicans, tais como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kruzei, C. glabrata
e C. dubliniensis estejam se tornando comuns em certos grupos de pacientes
(Pfaller, 1995b; Xu et al, 1999). A analise de isolados clinicos provenientes de
pacientes com candidose, sugere que a maioria das infecgdes por Candida spp.
originam-se de cepas comensais que habitam a cavidade oral, vagina ou o trato
gastrintestinal, anteriormente a infecgdo. As razdes para o estabelecimento de
infecgdes sao fatores precipitadores, tais como, queda da imunidade do hospedeiro,
desordens enddcrinas, lesbes de mucosa, higiene oral deficiente, tratamento
prolongado com antibiéticos, corticoesterdides e outros (Candido et al., 1995; Jabra-
Rizk et al., 2001).

A boca, ao contrario de outras cavidades naturais, esta constantemente
exposta aos estimulos mecanicos, térmicos e quimicos em decorréncia dos atos
fisiolégicos a ela inerentes, destacando-se a mastigagdo. Desta forma, esta
propensa a apresentar com frequéncia, modificagcdes sistémicas que poderao
concorrer para o rompimento do equilibrio biolégico entre populagdo microbiana e
hospedeiro (Lacaz,1980).

As espécies de Candida se aderem as superficies do epitélio oral (Fukayama
& Calderone, 1991), as proéteses e aos aparelhos ortodonticos (Budtz-Jérgensen et
al., 1975) e, em menor intensidade as superficies dentais limpas. Mas, na medida
em que se forma a pelicula adquirida, essa colonizagdo aumenta podendo ocorrer
tanto através da adesao direta aos receptores da pelicula — atuando como

colonizador pioneiro — como indiretamente, pela coagregacdo a outros
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microrganismos formadores do biofilme dental (Holmes et al., 1995; De Repentigny
et al., 2000). Apos esse evento, futuras interagcbes que sdo importantes para a
permanéncia ou remocao dessa levedura na cavidade bucal podem ocorrer entre
hospedeiros e as células fungicas. A C. albicans, considerada como uma das mais
patogénicas € a levedura mais frequentemente isolada desse sitio (Stenderup,
1990).

Foi sugerido que quando a C. albicans obtém acesso aos tecidos
periodontais, estes podem ser prejudicados pela produgao de metabdlitos fungicos.

Waltimo et al. (2001), avaliando a susceptibilidade aos antifungicos entre
isolados de C. albicans de bolsas periodontais, demonstrou que 100% destes
isolados eram sensiveis a anfotericina B e a 5-fluorocitosina. Contudo, a
sensibilidade aos antifungicos azodlicos mostrou-se variavel, ocorrendo resisténcia
cruzada em relagdo aos mesmos. Esse fato vem corroborar recentes dados, que
indicam uma crescente resisténcia aos azolicos entre espécies de Candida,
sugerindo que a cavidade oral poderia ser um reservatorio de leveduras resistentes
(Mufioz et al, 1997). O uso difundido de antifungicos azdlicos para tratamento de
candidose oral, em grupos de risco, parece ser um fator preponderante no aumento
da frequéncia de espécies de Candida nao-albicans, especialmente aquelas
naturalmente mais resistentes a esta classe de antifungicos, tais como C. glabrata e
C. krusei (Dronda et al., 1996). Dados provenientes de alguns estudos sugerem que
o tratamento prolongado ou intermitente com antifungicos modifica a prevaléncia de
C. albicans, aumentando a frequéncia percentual de outras espécies. (Persons et
al., 1991; Millon et al., 1994).

Pesquisas envolvendo a suscetibilidade de isolados orais de Candida spp. a
antifungicos azolicos e a anfotericina B se justificam no sentido de melhor
compreender as relagdes entre Candida spp. — hospedeiro envolvendo mecanismos

de resisténcia destes organismos aos antimicrobianos.
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2.1. Caracteristicas biologicas do género Candida

Fungos sao seres unicelulares ou pluricelulares que habitam diversos
ecossistemas, sendo enquadrados em trés Reinos da natureza, o Reino Eumycota
(Fungi ou fungos verdadeiros), Protozoa e Chromista (Hoog et al, 2000).

Uma caracteristica comum as espécies fungicas € a reproducgéo através de
estruturas assexuadas, denominadas conidios. Alguns também se reproduzem
sexuadamente, e tal caracteristica os distingue taxonomicamente. (Slots &
Taubman, 1992)

As espécies de fungos sao classificadas em classes dentro dos reinos aos
que pertencem, ou seja, Zigomicetos, Ascomicetos, Basidiomicetos e Mitosporicos
(a qual pertence a maioria dos fungos patogénicos humanos), (Poulter, 1987).

Heterotréficos, os fungos obtém seus nutrientes através da secregédo de
enzimas que tém por substrato a matéria organica do solo, plantas e animais
(Slots & Taubman, 1992). Assimilam o carbono pelo metabolismo de proteinas,
carboidratos, lipideos e alcoois, e o0 nitrogénio de compostos de sais de aménio,
uréia e peptona e assim acumulam glicogénio como material de reserva. Aerdbios
em sua maioria, porém algumas poucas espécies celuloliticas se desenvolvem em
anaerobiose.

Os fungos podem se apresentar como patdgenos primarios, capazes de
causar infeccdo sem fatores predisponentes, como também como patdégenos
oportunistas, manifestando seu potencial patogénico em hospedeiros
imunologicamente ou fisiologicamente comprometido.

Neste ultimo grupo estdo inseridas as leveduras do género Candida
(Haynes, 2001). As leveduras desse género estdo incluidas na classe dos
Deuteromicetos, habitando ecossistemas distintos desde simples vegetais a
animais, incluindo seres humanos. As leveduras sao seres microscopicos,
unicelulares, cuja reprodugédo se da por brotamento ou divisdo binaria (Hofling &
Rosa, 1999).
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Compreendem mais de 150 espécies, que crescem bem em temperaturas
que variam entre 20 °C a 38 °C e em pH variando de pH acido a pH alcalino
(Odds,1998).

As Candida spp. fazem parte da microbiota normal da pele, da cavidade
bucal e do trato gastrintestinal, além de secregbes brénquicas e do trato
geniturinario (Lacaz, 1980), vivendo como organismos comensais. Entretanto,
comportam-se como patégenos oportunistas, produzindo infecgbes que vao desde

lesbes mucosas superficiais até disseminagdes sistémicas graves e invasivas.

2.2. Candida spp. e a Cavidade Oral

A cavidade oral humana tem sido considerada um ambiente uUnico, por
oferecer uma variedade de nichos ecoldgicos para colonizagdo microbiana. Os
fungos pertencentes ao género Candida habitam diferentes epitélios do corpo,
incluindo a mucosa oral, fazendo parte da microbiota residente (McCullough et al.,
1999).

As Candida spp séo habitantes comuns da cavidade oral tanto de adultos
como de criangas (Barlow & Chattaway, 1969; Darwazeh & Al-Bashir, 1995;
Hannula et al.,1999). A frequéncia, a intensidade e a predominancia das espécies
variam em funcdo da idade do hospedeiro (Kleinegger et al., 1996). Durante o
periodo neonatal, as condicbes que predispde a instalacdo de leveduras sao
provavelmente a imaturidade do sistema imunolégico e queratinizagdo da
microbiota oral (Okasala,1990).

Outros estudos observam que a colonizagdo em individuos idosos pode ser
maior do que em faixas etarias mais jovens (Lockhart et al.,1999). Na infancia, a
prevaléncia de leveduras esta associada ao uso de chupetas, deficiéncias
nutricionais, irrompimento dos primeiros dentes, uso de mamadeiras, lesdes de
carie, higiene bucal deficiente, terapia antibacteriana, idade e sexo (Pienihagginen
et al.,1988; Darwazeh & Al-Bashir, 1995; Ollila et al.,1997; Hannula et al.,1999). O
aumento da colonizagdo em idosos ocorre simultaneamente as alteragdes no

ambiente bucal, em consequéncia da perda de elementos dentais, ao uso de

10
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préteses, interagcbes medicamentosas, incluindo outras condi¢gées (Odds, 1998).
Em relacdo ao sexo masculino e feminino, os dados disponiveis na literatura sao
contraditérios. Alguns autores, analisando a colonizagao assintomatica da mucosa
de pacientes HIV - positivos, ndo constatam diferencas em relagdo ao género
(Campisi et al., 2002). O mesmo € observado em pacientes com diabetes mellitus
insulino-dependentes (Willis et al.,, 1999) e em individuos com hipossalivagcao
(Torres et al., 2002). Pires et al. (2002) encontraram maior colonizagédo bucal por
Candida em mulheres, enquanto Moalic et al. (2001) encontraram maior
prevaléncia em homens.

Como sao altamente prevalentes em populacbes saudaveis e
assintomaticas, o isolamento de Candida spp. da cavidade bucal ndo implica,
necessariamente, na ocorréncia de infecgdes (Samaranayake & Samaranayake,
2001). Estudos reportam que aproximadamente metade da populagdo adulta
saudavel hospeda essas leveduras nas mucosas bucais (Arendorf & Walker, 1980;
Linch et al.,, 1994; Darwazeh & Al-Bashir, 1995; Abu-Elteen & Abu-Alteen, 1998).
Entretanto, uma prevaléncia de Candida spp. entre os grupos populacionais tem
sido encontrada, sendo que fatores que influenciam a colonizacdo sao de dificil
padronizagdo devido a ocorréncia de populagdes heterogéneas. Habitos
alimentares como dieta rica em agucares (Pizzo et al., 2000), habitos de higiene
oral (Darwazeh & Al-Bashir, 1995), cavitagdes (Starr et al., 2002), uso de préteses
totais (Pires et al., 2002), fluxo e pH salivares (Spolidorio et al., 2001) influenciam
na detec¢do desses microrganismos.

Grupos populacionais distintos podem apresentar niveis de colonizagao
bucal por leveduras maiores que a média da populagdo em geral, sendo
chamados de grupos de risco (Davies et al., 2002). Nesse sentido, estudos
reportam maior prevaléncia de espécies de Candida spp. em portadores de
sindrome de Sjégren, sindrome de Down, hipofungcdo de glandulas salivares,
diminui¢gdo do fluxo ou do pH salivar, em portadores de diabete mellitus, HIV -

positivos (sendo essa ultima considerada populagdo de maior risco que as outras),

11
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cancer em estagio avangado (Carlstedt et al., 1996; Spolidorio et al., 2001; Vargas
& Joly, 2002, Campisi et al., 2002; Davies et al., 2002).

O aumento da proporgdo dessas espécies nesses grupos de individuos
sugere que a resposta imune deficiente dos mesmos pode ser um fator preditivo
para o desenvolvimento de candidoses, e esta é considerada uma condigao clinica
grave. Desse modo estudos epidemiolégicos entre os diferentes grupos
populacionais € uma importante estratégia para controle e prevencao de doengas
infecciosas (Leung et al., 2000; Kam & Xu, 2002).

Essas leveduras sao encontradas sobre diversos sitios da cavidade bucal,
como, as superficies mucosas do labio e bochechas, lingua, tonsilas, lesdes de
carie, canais radiculares e fazendo parte do biofiime, colonizando
preferencialmente as superficies ja recobertas por uma camada de placa,
coagregando-se a espécies bacterianas ai presentes, ou ainda, aderindo-se
diretamente a pelicula salivar (Arendorf & Walker, 1980; Nikawa et al., 1998).

Para diversos pesquisadores, o isolamento desses fungos da mucosa oral
ou de areas subgengivais, especialmente em individuos imunocomprometidos,
poderia contribuir para a maior progressdo da doenga periodontal, como também
determinar um risco aumentado de candidose disseminada (Nikawa et al., 1998;
Jabra-Rizk et al., 2001).

A partir das observacbes sobre variagcdo individual e populacional na
prevaléncia de Candida spp. constatou-se que nem todos os individuos abrigam
essas leveduras na boca devido a existéncia de barreiras naturais nas superficies
mucosas e nos fluidos organicos, impedindo a colonizagdo desses individuos.
Essas barreiras seriam dependentes de fatores relacionados a idade, género,
tabagismo, dieta, medicamentos, condi¢gdes sistémicas e estado imune do
hospedeiro, entre outros (H6fling et al., 2001).

A C. albicans é uma levedura comumente encontrada nas populagdes
humanas, além de ser considerada a espécie de maior importancia odontoldgica,
pelo fato de ser o agente etioldogico de grande parte das infecgbes fungicas

ocorridas na cavidade oral, sendo que sua ocorréncia neste local representa 60%
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a 70% dos isolados (Stenderup, 1990). E capaz de residir em equilibrio com a
microbiota comensal de hospedeiros assintomaticos e imunocomprometidos
(Hannula, 2000). O status fisiolégico tem sido reconhecido, entdo, como o fator
etiolégico primario no desenvolvimento das infecgdes fungicas, mais que a
viruléncia intrinseca do microrganismo oportunista (Ollert et al., 1995). Entretanto,
apenas pequenas alteracbes nesse estado podem modificar o comportamento
dessa espécie, que passa a manifestar seu potencial de viruléncia, e assim, de
comensal inofensivo tornar-se um patogeno agressivo (Hube & Naglik, 2001).
Possui ainda a capacidade de colonizar apenas um ou poucos sitios do
hospedeiro (Calderone & Fonzi, 2001).

Segundo Lamkim & Oppenheim (1993), a C. albicans adere pouco as
superficies dentais limpas, mas a medida que se forma a pelicula adquirida esse
evento aumenta, podendo colonizar o esmalte dos dentes e as superficies
radiculares, tanto através da adesao direta aos receptores da pelicula - atuando
como colonizador pioneiro - como indiretamente, pela coagregagdo a outros
microrganismos ja aderidos ao biofilme dental (De-Repentigny et al., 2000). Os
biofilmes contendo C. albicans poderiam estar implicados ndo apenas na
candidose da mucosa oral, mas também associadas ao desenvolvimento de caries
e na patogénese das doencgas periodontais (Hagihara et al., 1988; Beighton et al.,
1995; Nikawa et al., 1998). Além disso, interagcbes posteriores podem ocorrer entre
o0 hospedeiro e as células que sao importantes para a permanéncia ou remogao
dessa levedura na cavidade oral.

A C. albicans pode se apresentar sobre varias formas, chamadas de
variagdes adaptativas, sendo a forma de hifa a mais virulenta e a mais aderente
em relacao a célula leveduriforme. Dessa forma, a capacidade dessa espécie de
formar tubos germinativos parece contribuir para sua viruléncia, visto que
amostras de tecidos infectados no homem e nos animais, na maioria das vezes
contém hifas, pseudo-hifas e células leveduriformes (Hannula, 2000)

A C. dubliniensis € uma espécie similar fenotipicamente, porém,

geneticamente distinta de C. albicans (Mariano et al., 2003). Essa espécie
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demonstra maior frequéncia de alteragdes fenotipicas, com producéo
significativamente menor de proteinases e fosfolipases que isolados de C.
albicans. A espécie C. dubliniensis tem demonstrado grande capacidade de aderir-
se as ceélulas do epitélio oral, as mucinas, e ao Fusobacterium nucleatum (Jabra-
Rizk et al., 2001). Tais associagdes intermicrobianas parecem desempenhar um
papel importante na patogénese das doengas infecciosas da cavidade oral,
podendo, portanto, auxiliar o processo de colonizagdo do biofilme dental e das
bolsas periodontais. Quando isolada, esta freqlientemente associada a C. albicans
e/ou a outras espécies do género. Na maioria dos casos € isolada da mucosa e de
bolsa periodontal de pacientes infectados pelo HIV (Hannula et al., 1997 Millan et
al., 2001; Perea et al., 2002).

Além das espécies citadas acima, outras espécies tém sido isoladas como
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C. glabrata, C. lusitaneae, C.
guilliermondi,e C. famata. Estudos relatam que um uUnico hospedeiro pode ser
colonizado tanto por uma unica espécie quanto por multiplas espécies de Candida,
ou ainda por diferentes gendtipos da mesma espécie, no mesmo ou em diferentes

sitios no organismo (Xu et al., 1999; Mardegan, 2003; Barros, 2005 ).

2.3. Mecanismos moduladores da colonizacao de leveduras na
cavidade bucal

A cavidade bucal possui diversos fatores locais que a defendem contra a
microbiota, dentre eles o fluxo salivar, substancias antimicrobianas da saliva e
barreira epitelial (Nikawa et al., 1993). A saliva auxilia na manutengdo da saude
bucal pela capacidade tampao e pela lubrificagdo das mucosas, de modo que
alteragcbes quantitativas e qualitativas na composicdo da mesma afetam
diretamente sua fungcdo, os mecanismos de defesa locais e a ecologia microbiana
(Leung et al., 2000). A lactoferrina e a lisozima sao duas proteinas presentes na
saliva e que fazem parte da resposta inata, modulando a colonizacdo de espécies

de Candida entre outros microrganismos na saliva (Samaranayake et al., 2001).
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2.4. Candida e doenca periodontal

As doencgas periodontais sao afec¢cdes que acometem os tecidos de
protecao e suporte dos dentes, em que os microrganismos do biofilme subgengival
aderidos a superficie radicular adjacente a bolsa periodontal induzem uma
variedade de respostas imunes defensivas, no hospedeiro, na tentativa de conter
a infeccao (Alpagot et al., 2004). Como resultado da ativagdo de mecanismos
inflamatérios contra a agressao pelos patdégenos, ocorre a inflamagao dos tecidos
gengivais e a destruicdo do ligamento periodontal e do osso alveolar de suporte,
podendo levar a perda do dente afetado (Chen et al., 2004).

Contudo, acredita-se que a maioria dos microrganismos encontrada no
biofilme subgengival seja comensal, ou seja, ocorra também em individuos com
periodonto saudavel, em equilibrio com o hospedeiro. Desse modo, os episddios
de doenga resultam de deficiéncias na capacidade de defesa do hospedeiro frente
as alteracdes quantitativas e/ou qualitativas da microbiota subgengival (Lamont &
Jenkinson, 1998; Alves, 2003).

As doencas periodontais sao classificadas em gengivites e periodontites. A
gengivite € uma infecgdo associada ao biofilme dental, caracterizada pela
ocorréncia de fendbmenos inflamatérios reversiveis limitados aos tecidos gengivais,
nao atingindo nesses casos os tecidos periodontais de suporte. Os sinais clinicos
desse estagio da doenca vao desde edema, alteracao na coloragao normal da
gengiva, que adquire aspecto de vermelhiddo até perda de contorno normal da
gengiva (Lindhe, 1999).

A periodontite é definida como uma doenca inflamatéria, que envolve os
tecidos de suporte dental, provocando a reabsorgéo irreversivel do osso alveolar e
das fibras colagenas do ligamento periodontal. A progresssdao e a severidade
dessa doenga sao influenciadas por condigdes de origem local ou sistémica ou
associacdes de ambas (Newman et al., 2004).

Os fatores de origem local estdo associados a ma higiene bucal, a
presenca de caries e proteses que ocasionam o acumulo microbiano. Ja os fatores

de ordem sistémica estdo relacionados a desordens do metabolismo do
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hospedeiro, terapias imunossupressoras, ma nutrigao, e a infecgéo pelo virus HIV,
sendo essas as condigdes que contribuem para agravar a doenga periodontal
(Lindhe, 1999).

Junto a bolsa periodontal acometida pela doenca, podemos encontrar uma
microbiota complexa, onde podem ocorrer aproximadamente 500 espécies de
bactérias, e dentre elas podemos destacar a presenga de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, além de outros microrganismos como entamoebas,
tricomonas, o virus do Herpes simples tipo 1-HSV-, bacilos entéricos,
Pseudomonas spp, citomegalovirus humano - HCMV, bem como leveduras do
género Candida (Alves, 2003; Slots &Taubman, 1992; Slots, 2004; Rams et al.,
1997).

Este fato tem levado a um extenso estudo das amostras microbiologicas
das lesbes de periodontite, especialmente nos casos de pobre resposta ao
tratamento convencional, e em muitos destes casos, os fungos tém sido
detectados infectando as bolsas periodontais. Ha varios relatos associando a
ocorréncia de periodontite severa ao isolamento de espécies de Candida das
lesbes periodontais (Peterson et al, 1987; Slots et al., 1988). Entretanto, o
significado clinico destas observagbes e o papel destes microrganismos na
patogénese das doengas periodontais ainda ndo estdo bem esclarecidos. Muitas
investigagdes cientificas vém sendo feitas, a fim de aprofundar o conhecimento
nesta area (Lamster et al., 1998). Foi sugerido que, quando C. albicans obtém
acesso aos tecidos periodontais, estes podem ser prejudicados pela produgéo de
metabdlitos por estas leveduras.

Contudo, a presenga de fungos nas bolsas periodontais, ndo tem recebido
ainda o enfoque necessario a compreensdo do seu papel como
periodontopatdogenos, embora ja tenha sido reconhecida a sua capacidade de
aderir ao epitélio, expressar fatores de viruléncia e induzir rea¢des inflamatdrias
(Hube & Naglik, 2001).
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2.5. Fatores de viruléncia

Os mecanismos que determinam a patogenicidade do género Candida
ainda ndo estéo totalmente elucidados. A patogenicidade das espécies resulta de
caracteristicas proprias das cepas em questdo e do estado imunolégico do
hospedeiro, assim como as condi¢gbes locais dos sitios de infeccao sao de
extrema importancia (Oksala, 1990).

Dentre as espécies do género Candida, a reconhecida como a mais
patogénica é C. albicans. Assim como outras espécies de leveduras elas secretam
enzimas proteoliticas que podem degradar ou transformar constituintes da
membrana celular do hospedeiro induzindo uma disfuncdo e ou uma destruicao
fisica, sendo que a invasado das células dos tecidos do hospedeiro por tais
microrganismos implica na penetragéo e danos ao envelope externo celular sendo
esse processo mediado por meios fisicos e enzimaticos ou pela combinacdo de
ambos (Salyers & Witt, 1994).

Em 1982, Ruchel relatou que os fatores de viruléncia de C. albicans estao
relacionados com a produgao de hialuronidase, condroitina sulfatase, proteinase e
fosfolipases. As mesmas podem atuar de maneira conjunta ou separada
determinando a intensidade de viruléncia e também s&o consideradas essenciais
para a mesma. As proteinases hidrolisam peptideos vinculados a membrana e as
fosfolipases hidrolisam fosfolipideos (Hube, 1998; Ibrahim et al, 1995). Tendo
como componentes de membrana fosfolipideos e proteinas, essas enzimas estao
provavelmente envolvidas na ruptura da membrana celular, processo que ocorre

durante a invasao das células do hospedeiro.

2.6. Isolamento e Identificacao de Candida spp

A identificacdo e a caracterizacdo das espécies de Candida podem ser
feitas através de testes fenotipicos classicos, como micromorfologia e a analise
dos diferentes perfis bioquimicos, apresentados por essas espécies (Sandven,
1990). Além disso, os estudos sobre propriedades como a capacidade de

secrecao enzimatica (Price et al, 1982), de formagdo de biofiime pela
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coagregacao intergenérica (Jabra-Risk et al., 2001), sensibilidade aos antifungicos
(Pfaller et al., 2003) e a sorotipagem (Hannula et al., 2001) permitem uma
caracterizagdo fenotipica dos isolados clinicos, ou seja, a biotipagem (Odds,
1980). Existem ainda métodos moleculares associados aos fenotipicos que
permitem o aprimoramento da identificagdo e um maior conhecimento sobre as
relacbes de comensalismo e patogenicidade das espécies de Candida (Hannulla
et al., 2001).

Analises morfolégicas e bioquimicas demonstram que C. dubliniensis
apresenta caracteristicas muito proximas de C. albicans. Segundo Sullivan et al.
(1995), em seu trabalho que descreve a espécie, C. dubliniensis pode ser
diferenciada fenotipicamente de C. albicans por produzir clamidoconidios mais
rapidamente e em maior quantidade quando cultivada em agar fuba com Tween®-
80. No entanto, esta producdo de clamidoconidios ndo usual parece nao ser
reprodutivel em alguns laboratérios (Schoofs et al., 1997; Kirkpatrick et al., 1998).
Ambas desenvolvem coloragdo verde no meio cromogénico CHROMagar
Candida® (CHROMagar microbiology, Paris, Franga), mas isolados de C.
dubliniensis podem apresentar coloragao verde mais escura que C. albicans em
cultivo primario do material clinico. Esta caracteristica, entretanto, pode
desaparecer apOs sucessivos repiques e armazenamento da cepa, principalmente
quando congelada a —70°C (Schoofs et al., 1997). A auséncia de crescimento sob
elevadas temperaturas tais como 42°C e 45°C também constituem provas que,
juntamente com outras, podem ser Uteis para a identificagdo de C. dubliniensis,
uma vez que a maioria dos isolados de C. albicans sdo capazes de crescer nestas

temperaturas (Sullivan et al., 1995; Pinjon et al., 1998).

2.7. Teste de Suscetibilidade aos Antifungicos Poliénicos e a
Anfotericina B

Desde 1977, num encontro organizado pela Organizagao Mundial de Saude
(OMS), em Genebra, tem-se notado a preocupagao pelo aumento mundial da

resisténcia das drogas associada com o uso frequente e crescente de
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antimicrobianos, sejam eles antibacterianos ou antifungicos, tanto em humanos
quanto em animais. Nos ultimos anos, a resisténcia a drogas deu origem a varios
surtos de infecgbes, seguidos de mortes. Isto gerou a necessidade de programas
de estudos para monitorar a resisténcia microbiana através de testes de
suscetibilidade com uso de métodos confiaveis que geraram resultados
comparaveis.

A disponibilidade de informacdes microbiolégicas e epidemiologicas
ajudaria os meédicos a eleger o agente antimicrobiano mais apropriado para o
tratamento das infecgdes. Esses testes de suscetibilidade medem a capacidade
de um agente microbiano inibir o crescimento do microrganismo in vitro. E assim,
classifica o microrganismo em categorias de suscetibilidade, podendo ser
sensivel, suscetibilidade concentracdo dependente ou resistente. Sensivel é o
microrganismo cuja infecgcdo causada por ele esta propensa a responder ao
tratamento com a droga; Sensibilidade concentracdo dependente € aquela cuja
infeccdo depende de adequagado da dose para ser controlada e resistente é o
organismo que nao responde a uma determinada droga independente de
adequacao da dose (Technical Report Series, 1996).

Varios antifungicos sdao empregados no tratamento de infecg¢des fungicas,
ressaltando os azélicos e os poliénicos. Os azdlicos sdo os eleitos em primeira
instdncia para tratamento dessas doencas e sao geralmente fungistaticos,
enquanto os ultimos sao fungicidas. Dentre os azdlicos estdo o fluconazol, o
itraconazol e o cetoconazol. Dentre os poliénicos podemos citar como exemplo a
Anfotericina B e a Nistatina.

Mariano et al. (2003), durante estudo com pacientes com Aids e portadores
de infecgdes fungicas por diferentes espécies de Candida, observaram
suscetibilidade aos azdlicos e a anfotericina B. Contudo, isolados de C. albicans
apresentaram suscetibilidade dose dependente ou resisténcia aos antifungicos
azoélicos.

O uso do fluconazol de forma profilatica em doses baixas tem sido

recomendado para prevenir infeccbes fungicas em pacientes
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imunocomprometidos, porém isso tem levado a selecdo de leveduras da
microbiota fazendo com que aparegam espécies nao-albicans como C. glabrata e
C. krusei, resistentes a esse antifungico (Saporiti et al., 2001).

Biofilmes de C. albicans mostraram-se altamente resistentes a agao clinica
de antifungicos e agentes antimicrobianos incluindo a Anfotericina B, a clorexidina,
a nistatina e ao fluconazol (Mukherjee et al., 2003). Nesse mesmo trabalho,
demonstrou-se que na medida em que houve o amadurecimento do biofilme
desses isolados de C. albicans, houve concomitantemente a aquisicdo e o
aumento da resisténcia dessas células leveduriformes em relagdo aos
antimicrobianos testados.

Testes de sensibilidade aos antifungicos ndo sao solicitados rotineiramente
na pratica odontolégica. No entanto, em fungcdo do aparecimento de percentual
bastante significativo de leveduras sensibilidade dose dependente e ou
resistentes, sugere-se a implantagcdo de um programa para desenvolvimento de
testes de sensibilidade, para que haja monitoramento de amostras clinicas,
adequando-se a melhor droga e a dose ideal a ser usada para cada paciente,
evitando-se assim dose excessiva e indugcéo de resisténcia microbiana (Galle et
al., 2004).
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Com base na literatura pertinente esta pesquisa teve como proposta:
a) ldentificar e caracterizar amostras de leveduras isoladas de bolsa
periodontal, sulco gengival e mucosa bucal de pacientes com doencga periodontal,

sistemicamente saudaveis.

b) Determinar o padrdo de susceptibilidade das leveduras em relagdo a

alguns antifungicos azodlicos e a Anfotericina B (poliénico).
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4.1. Isolados de Candida spp

Os isolados de Candida spp utilizados no presente trabalho foram
selecionados em um estudo prévio por Letizia Monteiro de Barros (2005), de
acordo com a metodologia descrita nos itens 4.2 e 4.3. Inicialmente, a autora
identificou as espécies de C. albicans e C. dubliniensis presentes entre os
isolados, através de métodos moleculares. No presente trabalho, os isolados

foram reidentificados através de métodos classicos.

4.2. Selecao dos pacientes

Foram selecionados 53 pacientes da Clinica Odontoldgica da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), de
ambos os sexos (33 mulheres e 20 homens), com idades entre 23 e 61 anos,
apresentando diagnostico de doenca periodontal, porém sem relato de
enfermidades sistémicas.

Cada paciente deveria apresentar como critérios de inclusdo: a) no minimo
20 dentes presentes, em ambos os arcos; b) no minimo 6 sitios subgengivais com
bolsas periodontais (profundidade de sondagem acima de 3 mm; sangramento
e/ou supuragao); c) 6 sitios subgengivais saudaveis (profundidade de sondagem
de até 3 mm e auséncia de sangramento e/ou supurac¢ao), de acordo com Pizzo et
al. (2000) e Hannula et al. (2001).

Como critérios de exclusao foram empregados os seguintes parametros: a)
enfermidades sistémicas e/ou uso de medicamentos relacionados a ocorréncia de
Candida spp.; b) antibioticoterapia nos ultimos 6 meses; c) tratamento periodontal
nos ultimos 12 meses antecedentes a coleta; d) manisfestagdes clinicas de
candidose bucal; e) proteses dentais removiveis ou aparatos ortodonticos (Nikawa
et al., 1998; McMullan-Vogel et al., 1999; Alves, 2003).

Esta pesquisa foi conduzida de acordo com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras Sobre Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Resolugéo
n°196/96 do Conselho Nacional de Saude 1996-

http://conselho.saude.gov.br/comissao/conep/resolucao.html), a qual também foi
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aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba-UNICAMP (protocolo n°008/2003- http://www.fop.unicamp.br/cep/).

4.3. Coleta das Amostras

De cada paciente foram coletadas amostras do sitio A (bolsa periodontal), B
(sulco gengival saudavel) e sitio M (mucosa bucal: gengiva, palato duro,
bochechas e dorso da lingua). Foram empregados espelho bucal, sonda
periodontal milimetrada com marcacéao tipo Williams e pontas de papel absorvente
esterelizados (# 35-55, Endopoints Industria e Comércio Ltda., Paraiba do Sul, RJ,
Brasil).

Previamente as coletas nos sitios A e B, foi feito o isolamento relativo de
cada dente selecionado por meio de rolos de algoddo. Entdo, o biofiime supra
gengival foi removido através de curetas, bolinhas de algodao e fio dental. Para
evitar a contaminacéo pela microbiota salivar foram feitas a succdo da saliva e a
secagem do dente com jatos de ar. As amostras dos sitios A e B foram obtidas
através da insercdo de cones de papel absorvente esterilizadas nas bolsas
periodontais e sulcos gengivais, sempre que possivel em cada sextante, de ambos
os arcos dentais. Os cones foram inseridos em 6 sitios A e 6 sitios B por paciente,
durante aproximadamente 20 segundos e posteriormente transferidos para
microtubos contendo 500 uL de solucédo salina estéril. As amostras do sitio M
foram obtidas através de zaragatoas (swab) e, em seguida, transferidas para
tubos contendo solugéo salina estéril.

Imediatamente apds as coletas, as amostras foram conduzidas ao
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba para
isolamento e identificacdo das leveduras, segundo as metodologias descritas
previamente (Sandven, 1990; Baumgartner et al., 2000; Kleinegger et al.,1996;
Reynaud et al., 2001).

A Tabela 1 apresenta a relagao dos isolados de Candida spp. utilizados no
presente trabalho.
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Tabela 1. Relagao e cédigo das amostras de Candida spp isoladas da cavidade oral de pacientes
portadores de doenga periodontal utilizadas no presente trabalho.

N° do paciente e cédigo da amostra

1-B1 14-A4 34-A7 47-A1 55-B5
1-B2 14-A5 34-A8 47-A2 55-M1
1-B3 14-B1 34-A9 47-A3 55-M4
1-B4 14-M1 34-A10 47-A4 56-M1
1-BS 14-M2 34-B2 47-A5 56-M3
1-M1 14-M4 34-M2 47-M1 56-M4
1-M2 15-A1 41-A1 47-M2 56-M5
1-M3 15-A2 41-A2 50-A1 56-M6

1-M4 15-A3 41-A3 50-A2 56-M7
1-M5 15-A4 41-A4 50-A3 56-M8
3-A1 15--A5 41-A5 50-A4 56-M9
3-A2 15-M1 41-M1 50-M1 56-M10
3-A3 26-A2 41-M2 50-M2 56-M11
3-A4 26-A3 41-M3 50-M3 58-A1
3-A5 26-A4 41-M4 50-M4 58-A2
3-M1 26-A6 41-M5 50-M6 58-A3
3-M2 26-A7 42-B1 53-M6 58-A4
3-M3 26-A8 42-B2 53-M7 58-A5
3-M4 30-A6 42-B3 53-M8 58-B1
3-M5 30-A7 42-B4 55-A1 58-B2
13-A1 30-A8 42-B5 55-A2 58-B3
13-A2 31-A1 42-M1 55-A3 58-B4
13-A3 31-A2 42-M2 55-A4 58-B5
13-A4 31-A3 45-M1 55-A5 58-M1
13-A5 31-Ad 45-M2 55-B1 58-M2
14-A1 31-M1 45-M4 55-B2 58-M3
14-A2 31-M2 45-M5 55-B3 58-M4
14-A3 34-A6 46-M1 55-B4 58-M5

* Os codigos das amostras correspondem ao numero do voluntario e ao local de procedéncia,
sendo: bolsa periodontal (A), sulco gengival saudavel (B) e mucosa bucal: gengiva, palato duro,
bochechas e dorso da lingua (M).

4.4. Isolamento e reidentificacao preliminar das leveduras

Os microtubos contendo as amostras dos sitios A, B e M foram agitados em
vortex (Vortex MA 162, Marconi Equipamentos para Laboratério Ltda., Piracicaba,
SP, Brasil) por 30 seg. Em seguida, as amostras foram diluidas (10"') e semeadas
(100uL) em duplicata, sobre meio de cultura cromogénico Chromagar Candida®

(CHROMagar Microbiology, Biomerrieux, Paris, France) e incubadas a 37 °C em
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aerobiose por 48 h. Apds esse periodo, as mesmas foram analisadas quanto a
coloragdao e morfolégia e quanto a presenga de cultura mista e/ou pura. Os
isolados que assumiram cor verde nesse meio, sugestivos de C.albicans / C.
dubliniensis foram diferenciados por teste de temperatura (42 °C e 45 °C) e teste

de tolerancia em meio Sabouraud hiperténico.

As amostras que nao apresentaram coloragdo verde em CRHOMagar-
Candida®, sugestivas de espécies “nao albicans’, foram identificadas pelo sistema
API20C® Aux System (BioMérieux, Franga) e por microcultivo (presenga de
hifas/pseudo-hifas, células leveduriformes e clamidosporos em agar-fuba-tween-
80). Todas as amostras foram submetidas a testes de fermentacao, assimilagcao
de carboidratos e coloragdo de Gram para confirmacdo da pureza da cultura
(Kwon-Chung & Bennett, 1992; Baumgartner et al., 1996; Berenguer et al., 1996;
Mehta et al., 1999; Mata et al., 2000; Leung et al., 2000).

4.5. Conservacao das Amostras

As cepas de Candida spp utilizadas nesse estudo, coletadas e processadas
segundo procedimento anteriormente relatados, encontram-se disponiveis na
Micoteca do Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Departamento de
Diagndstico Oral, na Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade

Estadual de Campinas.
A manutencao dos isolados foi conduzida de trés diferentes maneiras:

a) em tubos de cultura de 5 mL de meio inclinado agar Sabouraud
dextrose (Merck, Darmstadt, Germany) recobertos com o6leo mineral estéril em

temperatura ambiente;

b) congelamento a -20 °C e a -70 °C em tubos de 1,5 mL contendo 750 uL
da cultura de levedura e 750 pL de Yeast Peptone Dextrose-YPD-Glicerol a 30%

estéril, sendo a concentracao final de glicerol de 15%.
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A composigdo dos meios de cultura utilizados nesse trabalho esta descrita no

anexo ll.
4.6. Reidentificacao das cepas de C. albicans / C. dubliniensis

4.6.1 Temperatura de Crescimento

Uma pequena por¢gao de uma unica colénia foi removida de uma placa de
Chromagar Candida® e semeada em placa contendo &gar Saboraud dextrose,
dividida em quatro quadrantes. A placa foi incubada a 45 °C durante 48 h, para
crescimento. O crescimento das colbnias estendido além de trés quadrantes da
placa foi considerado bom e sugestivo de C. albicans, cujo crescimento se da a
temperaturas mais elevadas (42 °C a 45 °C). Crescimento abrangendo um
quadrante da placa foi considerado pequeno e sugestivo de C. dubliniensis, o qual
tem seu melhor desenvolvimento em temperatura ambiente (30 °C), (Alves et
al.,2002).

4.6.2 Teste de tolerancia em meio Sabouraud Dextrose Hipertonico

Organismos mantidos sob incubagdo durante 48 h em placas de agar
Sabouraud dextrose foram colocados em suspensdao de agua destilada estéril
ajustadas por espectofotdmetro, para se obter uma suspensdo com 85% de
transmitancia a 530 nm. Aliquotas de 20 pL de cada in6culo foram adicionadas a
tubos contendo 10 mL de meio Sabouraud Dextrose estéril, suplementado com
6,5% de cloreto de sédio, e em seguida incubadas por 96 h a 37 °C. As culturas
foram visualmente examinadas para deteccdo de crescimento de células
leveduriformes em intervalos de 24 h.

O resultado positivo foi definido apés 96 h de incubagdo, quando houve
crescimento leveduriforme nos tubos formando um “pellet” indicativo de C.
albicans, ja que o meio hipertonico é seletivo para C. dubliniensis (Alves et al.
2002).
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4.7. Identificacao pelo sistema APl 20C® das amostras nao sugestivas
de C. albicans ou C. dubliniensis

Uma suspensao da amostra da levedura foi preparada em agua destilada
estéril, e adicionada ao meio C (meio isento de fonte de carbono), fornecido pelo
kit APl 20C® (Aux System (BioMérieux, Franga). Esta suspenséo foi dispensada
em cada pogo da galeria de carboidratos, e incubada por 72 h a 30 °C. A leitura foi
feita em intervalos de 24 h até leitura final com 72 h, sendo a assimilagao positiva
indicada nos pogos que apresentaram turvagao superior aquela do controle
negativo. A identificagao final foi feita pela analise do padrdo de assimilagao de
cada isolado — presenca/auséncia de crescimento em cada substrato — e pela
comparacao das reagdes ocorridas com a tabela de identificagdo fornecida pelo
fabricante, o qual representa uma identificacdo da espécie de levedura no
Catalogo Analitico API 20C (Anexo I).

4.8. Analise da micromorfologia (microcultivo)

Com a finalidade de complementar a identificacao pelo método API 20C®,
cada amostra foi semeada em trés estrias sobre placa de Petri contendo agar fuba
com Tween-80. As estrias foram cobertas com laminula esterilizada e a placa
incubada a 28 °C, durante 48 - 96 h. As leituras no microscopio optico foram feitas
diariamente, com objetivas de 10x e 40x. Foram observadas estruturas

morfoldgicas como blastoconidios e pseudohifas, quando presentes.

4.9. Testes de suscetibilidade aos antifungicos

As amostras foram testadas em relac&o a sua suscetibilidade a antifungicos
pelo método da microdiluicdo em caldo, realizado de acordo com a padronizagao
publicada no documento M27-A do “National Comittee for Clinical Laboratories
Standards” (NCCLS, 1997). Além dos isolados clinicos, em cada bateria de
ensaios foi incluido um organismo padrao, C. parapsilosis (ATCC 22019) para a
obtencdo do controle de qualidade da atividade das drogas, uma vez que é

conhecida a concentragao inibitéria minima (CIM) dos antifungicos utilizados, para
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este microrganismo (Rex et al., 1996; Wanger et al., 1995; NCCLS, 1997). O meio
utilizado nos testes foi o RPMI - 1640 (Angus Buffers & Biochemicals, Niagara
Falls, NY, USA) diluido apropriadamente em agua destilada esterilizada e
esterilizado por filtragcdo em filtro biolégico de 0,22 um (Corning Incorporated
Costar, Corning, N.Y. USA).

A partir de um cultivo de 24 a 48 h da levedura testada foi preparada uma
suspensao inicial em espectrofotdmetro a 530nm, com transmitancia ajustada para
90%. A partir desta suspensao foram feitas diluicbes seriadas para obtengdo do
indeulo final, em meio RPMI 1640, contendo 0,5 x 10% a 2,5 x 10° UFC/mL. Cada
droga testada foi diluida previamente, em dez diferentes concentragdes, a saber:
fluconazol 1,25 — 640 pg/mL, itraconazol 0,078 — 40 ug/mL, ketoconazol 0,15 — 80
ug/mL e anfotericina B 0,3 — 160 pug/ml. As diferentes concentragdes de cada
antifungico foram novamente diluidas a 1:5 em RPMI-1640 e aliquotas de 100 pL
destas concentracdes dispensadas sequencialmente nas placas de microtitulagao,
preenchendo os pogos pertencentes as colunas numeradas de um a dez.
Aliquotas de 100 pL do indculo final foram adicionadas em cada pogo das placas
de microdiluicdo, contendo as diferentes concentragdes das drogas diluidas em
meio RPMI, chegando-se as concentragdes finais desejadas da droga e indculo.
As placas foram incubadas a 35°C por 48 h..A menor concentracdo capaz de
induzir proeminente inibicdo (em torno de 50%) do crescimento da levedura
testada, em relacdo ao pogo controle, foi identificada como a Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) da droga para este microrganismo, em relagdo ao
fluconazol, itraconazol e ketoconazol, e foram classificadas como Sensiveis (S),
Suscetibilidade Dependente de Concentracédo (SDC) e Resistentes (R), de acordo
com os valores de referéncia do NCCLS (1997) apresentados na Tabela 2. Para a
anfotericina B, a Concentragcéo Inibitéria Minima (CIM) foi identificada como a
menor concentragcdo da droga no meio livre de crescimento da levedura, e foram
classificadas como Sensiveis (S) ou Resistentes (R). Os valores de CIM 50 e CIM
90 indicam, respectivamente, a concentragcao da droga capaz de inibir 50% e 90%

do total dos isolados.
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Tabela 2. Critérios de classificagdo para susceptibilidade a fluconazol, itraconazol, ketoconazol e
anfotericina B (ug/mL). Valores de referéncia do NCCLS (National Comittee for Clinical
Laboratories Standards M27-A, 1997).

Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Anfotericina B
S <8 <0,125 <0,125 <1
SDC 16 e 32 0,25e0,5 0,25e 0,5 .
R > 64 > 1 >1 >

S = Sensivel / SDC = Suscetibilidade dependente de concentracdo / R = Resistente
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5. RESULTADOS
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5.1. Identificacao dos isolados de Candida spp.

5.1.1. Crescimento em Chromagar Candida® e caracteristicas culturais
em microcultivo.

Os isolados de Candida spp relacionados na Tabela 1 foram estudados
quanto ao crescimento em meio cromogénico Chromagar Candida®, para sele¢cao
prévia através da coloragao e aspecto da colénia. Este meio permite obtencéo de
colénias com caracteristicas fenotipicas inerentes, e assim um diagndstico
diferencial entre espécies de Candida. Em seguida, os isolados foram submetidos
a teste de microcultivo para posterior verificagado das caracteristicas microscopicas
das culturas quanto a formagdo de conidios. Os resultados obtidos estéo
mostrados nas Tabelas 3a e 3b e ilustrados na Figura 1. A Figura 2 ilustra a
morfologia das col6nias quanto a cor em Chromagar Candida®, e a Figura 3 as

caracteristicas microscépicas dos clamidoconidios e blastoconidios.

5.1.2. Identificacdo pelo sistema APl 20C® das amostras nao
sugestivas de C. albicans ou C. dubliniensis.

A identificacdo final dos isolados foi feita pela analise do padrédo de
assimilacdo de 20 diferentes carboidratos, através da verificacdo da presenca ou
auséncia de crescimento, e pela comparagao desses resultados com os da tabela
de identificacao fornecida pelo fabricante (Catalogo Analitico API 20C - Anexo ).
Isso permitiu uma identificacdo das espécies de leveduras estudadas. Os

resultados estdo apresentados no Anexo Il.
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Tabela 3a. Resultados obtidos durante cultivo dos isolados de Candida spp em Chromagar Candida® e
caracteristicas microscopicas em microcultivo.

N° Corda Tipode Espécie N° Corda Tipode Espécie
paciente Colénia Conidio paciente / col6nia Conidio

/ cod. cod.

amostra amostra

1-B1 Verde Clam C. albicans 15-A2 Verde Clam C. albicans
1-B2 Verde Clam C. albicans 15-A3 Verde Clam C. albicans
1-B3 Verde Clam C. albicans 15-A4 Verde Clam C. albicans
1-B4 Verde Clam C. albicans 15-A5 Verde Clam C. albicans
1-B5 Verde Clam C. albicans 15-M1 Verde Clam C. albicans
1-M1 Verde Clam C. albicans 26-A2 Verde Clam C. dubliniensis
1-M2 Verde Clam C. albicans 26-A3 Verde Clam C. dubliniensis
1-M3 Verde Clam C. albicans 26-A4 Verde Clam C. dubliniensis
1-M4 Verde Clam C. albicans 26-A6 Azul Blast C. tropicalis
1-M5 Verde Clam C. albicans 26-A7 Azul Blast C. tropicalis
3-A1 Verde Clam C. albicans 26-A8 Azul Blast C. tropicalis
3-A2 Verde Clam C. albicans 30-A6 Azul Blast C. tropicalis
3-A3 Verde Clam C. albicans 30-A7 Azul Blast C. tropicalis
3-A4 Verde Clam C. albicans 30-A8 Azul Blast C. tropicalis
3-A5 Verde Clam C. albicans 31-A1 Verde Clam C. albicans
3-M1 Verde Clam C. albicans 31-A2 Verde Clam C. albicans
3-M2 Verde Clam C. albicans 31-A3 Verde Clam C. albicans
3-M3 Verde Clam C. albicans 31-A4 Verde Clam C. albicans
3-M4 Verde Clam C. albicans 31-M1 Verde Clam C. albicans
3-M5 Verde Clam C. albicans 31-M2 Verde Clam C. albicans
13-A1 Verde Clam C. albicans 34-A6 Azul Blast C. tropicalis
13-A2 Verde Clam C. albicans 34-A7 Azul Blast C. tropicalis
13-A3 Verde Clam C. albicans 34-A8 Azul Blast C. tropicalis
13-A4 Verde Clam C. albicans 34-A9 Azul Blast C. tropicalis
13-A5 Verde Clam C. albicans 34-A10 Azul Blast C. tropicalis
14-A1 Verde Clam C. albicans 34-B2 Azul Blast C. tropicalis
14-A2 Verde Clam C. albicans 34-M2 Azul Blast C. tropicalis
14-A3 Verde Clam C. albicans 41-A1 Verde Clam C. albicans
14-A4 Verde Clam C. albicans 41-A2 Verde Clam C. albicans
14-A5 Verde Clam C. albicans 41-A3 Verde Clam C. albicans
14-B1 Verde Clam C. albicans 41-A4 Verde Clam C. albicans
14-M1 Verde Clam C. albicans 41-A5 Verde Clam C. albicans
14-M2 Verde Clam C. albicans 41-M1 Verde Clam C. albicans
14-M4 Verde Clam C. albicans 41-M2 Verde Clam C. albicans
15-A1 Verde Clam C. albicans 41-M3 Verde Clam C. albicans
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Tabela 3b. Resultados obtidos durante cultivo dos isolados de Candida spp em Chromagar Candida® e
caracteristicas microscopicas em microcultivo.

N°pac./ Corda Tipode Espécie N"pac/ Corda Tipode  Espécie
cod. colénia  Conidio cod. colbnia Conidio

amostra amostra

41-M4 Verde Clam C. albicans 55-A3 Verde Clam C. albicans
41-M5 Verde Clam C. albicans 55-A4 Verde Clam C. albicans
42-B1 Verde Clam C. albicans 55-A5 Verde Clam C. albicans
42-B2 Verde Clam C. albicans 55-B1 Verde Clam C. albicans
42-B3 Verde Clam C. albicans 55-B2 Verde Clam C. albicans
42-B4 Verde Clam C. albicans 55-B3 Verde Clam C. albicans
42-B5 Verde Clam C.albicans 55-B4 Verde Clam C. albicans
42-M1 Verde Clam C. albicans 55-B5 Verde Clam C. albicans
42-M2 Verde Clam C. albicans 55-M1 Verde Clam C. albicans
45-M1 Rosa Blast C. parapsilosis  55-M4 Verde Clam C. albicans
45-M2 Rosa Blast C. parapsilosis ~ 56-M1 Branco Blast C. famata
45-M4 Rosa Blast C. parapsilosis  56-M3 Branco Blast C. krusei
45-M5 Rosa Blast C. parapsilosis  56-M4 Branco Blast C. krusei
46-M1 Rosa Blast C. lusitaniae 56-M5 Branco Blast C. krusei
47-A1 Verde Clam C. albicans 56-M6 Branco Blast C. krusei
47-A2 Verde Clam C. albicans 56-M7 Branco Blast C. famata
47-A3 Verde Clam C. albicans 56-M8 Branco Blast C. famata
47-A4 Verde Clam C. albicans 56-M9 Branco Blast C. norvegensis
47-A5 Verde Clam C. albicans 56-M10  Branco Blast C. norvegensis
47-M1 Verde Clam C. albicans 56-M11  Branco Blast C. norvegensis
47-M2 Verde Clam C. albicans 58-A1 Verde Clam C. albicans
50-A1 Verde Clam C. albicans 58-A2 Verde Clam C. albicans
50-A2 Verde Clam C. albicans 58-A3 Verde Clam C. albicans
50-A3 Verde Clam C. albicans 58-A4 Verde Clam C. albicans
50-A4 Verde Clam C.albicans 58-A5 Verde Clam C. albicans
50-M1 Verde Clam C. albicans 58-B1 Verde Clam C. albicans
50-M2 Verde Clam C. albicans 58-B2 Verde Clam C. albicans
50-M3 Verde Clam C. albicans 58-B3 Verde Clam C. albicans
50-M4 Verde Clam C. albicans 58-B4 Verde Clam C. albicans
50-M6 Rosa Blast C. parapsilosis  58-B5 Verde Clam C. albicans
53-M6 Azul Blast C. tropicalis 58-M1 Verde Clam C. albicans
53-M7 Azul Blast C. tropicalis 58-M2 Verde Clam C. albicans
53-M8 Azul Blast C. tropicalis 58-M3 Verde Clam C. albicans
55-A1 Verde Clam C. albicans 58-M4 Verde Clam C. albicans
55-A2 Verde Clam C. albicans 58-M5 Verde Clam C. albicans
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Figu®ra 1. Numero de isolados por espécie apos testes de microcultivo, Chromagar Candida® e API
20C".

Figura 2. llustra o aspecto cromogénico dos isolados de Candida tropicalis (em azul)
e Candida albicans (em verde).
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Figura 3. llustra as caracteristicas microscopicas dos clamidoconidios de Candida dubliniensis (A)
e blastoconidios de Candida tropicalis (B). Aumento 40x.
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5.1.3. Temperatura de crescimento e teste em Sabouraud Dextrose
Hiperténico.

Para identificacdo dos isolados, as colbnias de cor verde foram ainda
submetidas a teste de temperatura e de crescimento em Sabouraud Dextrose

Hipertonico. Os resultados obtidos estdo descritos nas Tabelas 4a e 4b.

5.1.4. Suscetibilidade aos antifungicos

Os isolados de Candida spp. foram estudados quanto a suscetibilidade aos
antifungicos fluconazol, itraconazol e ketoconazol, e foram classificados como
Sensiveis (S), Suscetibilidade Dependente de Concentragao (SDC) e Resistentes
(R), de acordo com os valores de referéncia do NCCLS (1997) apresentados na
Tabela 2. Para a anfotericina B, a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi
identificada como a menor concentragado da droga no meio livre de crescimento da
levedura, e classificados como Sensiveis (S) ou Resistentes (R). Os resultados
estdo apresentados nas Tabelas 5a a 8b e ilustrados nas Figuras 4a a 7c. A
suscetibilidade dos isolados de Candida spp. também esta expressa em valores
de concentragdes inibitérias minimas denominados CIM 50 e CIM 90, os quais
indicam, respectivamente, a concentragdo da droga capaz de inibir 50% e 90% do
total dos isolados. Esses resultados estao representados na Tabela 9.

A Figura 8 ilustra uma placa de Elisa, exemplificando o teste de
suscetibilidade de C. albicans ao fluconazol. O mesmo procedimento foi utilizado

para os demais antifungicos como descrito na metodologia do presente trabalho.
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Tabela 4a. Temperatura de crescimento e teste em Sabouraud Dextrose Hipertdnico.

N° pac./ Teste Teste SDA N’ pac./ Teste Teste SDA
Caod. Temperatura/ Hipertbnico Caod. Temperatura/ Hipertdnico
amostra  Quadrantes amostra Quadrantes
1-B1 3 + 15-A2 4 +
1-B2 3 + 15-A3 3 +
1-B3 3 + 15-A4 3 +
1-B4 4 + 15-A5 3 +
1-B5 4 + 15-M1 4 +
1-M1 4 + 26-A2 1 -
1-M2 4 + 26-A3 1 -
1-M3 3 + 26-A4 1 -
1-M4 3 + 26-A6
1-M5 4 + 26-A7
3-A1 4 + 26-A8
3-A2 4 + 30-A6
3-A3 3 + 30-A7
3-Ad 3 + 30-A8
3-A5 3 + 31-A1 4 +
3-M1 4 + 31-A2 4 +
3-M2 4 + 31-A3 4 +
3-M3 3 + 31-Ad 4 +
3-M4 3 + 31-M1 4 +
3-M5 3 + 31-M2 4 +
13-A1 4 + 34-A6
13-A2 3 + 34-A7
13-A3 3 + 34-A8
13-A4 3 + 34-A9
13-A5 4 + 34-A10
14-A1 4 + 34-B2
14-A2 3 + 34-M2
14-A3 4 + 41-A1 4 +
14-A4 4 + 41-A2 4 +
14-A5 3 + 41-A3 4 +
14-B1 3 + 41-A4 4 +
14-M1 3 + 41-A5 3 +
14-M2 3 + 41-M1 3 +
14-M4 3 + 41-M2 3 +
15-A1 3 + 41-M3 3 +
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Tabela 4b. Temperatura de crescimento e teste em Sabouraud Dextrose Hipertonico.

N° pac./ Teste Teste SDA N’ pac./ Teste Teste SDA
Cad. Temperatura/ Hipertdnico Caod. Temperatura/ Hipertdnico
amostra  Quadrantes amostra Quadrantes
41-M4 3 + 55-A3 4 +
41-M5 3 + 55-A4 4 +
42-B1 3 + 55-A5 4 +
42-B2 4 + 55-B1 4 +
42-B3 4 + 55-B2 3 +
42-B4 4 + 55-B3 3 +
42-B5 4 + 55-B4 4 +
42-M1 3 + 55-B5 3 +
42-M2 3 + 55-M1 3 +
45-M1 55-M4 3 +
45-M2 56-M1
45-M4 56-M3
45-M5 56-M4
46-M1 56-M5
47-A1 3 + 56-M6
47-A2 3 + 56-M7
47-A3 3 + 56-M8
47-A4 3 + 56-M9
47-A5 3 + 56-M10
47-M1 3 + 56-M11
47-M2 3 + 58-A1 4 +
50-A1 4 + 58-A2 3 +
50-A2 4 + 58-A3 3 +
50-A3 4 + 58-A4 4 +
50-A4 4 + 58-A5 4 +
50-M1 3 + 58-B1 3 +
50-M2 3 + 58-B2 3 +
50-M3 4 + 58-B3 3 +
50-M4 4 + 58-B4 3 +
50-M6 58-B5 4 +
53-M6 58-M1 3 +
53-M7 58-M2 3 +
53-M8 58-M3 4 +
55-A1 3 + 58-M4 3 +
55-A2 3 + 58-M5 3 +
TESTE DE TEMPERATURA TESTE SABORAUD HIPERTONICO
------- teste ndo se aplica ------- teste n&o se aplica
1 quadrante sugestivo de C. dubliniensis (+) para reagéo positiva (crescimento em saboraud)
3 a 4 quadrantes sugestivo de C.albicans  (-) para reagéo negativa (auséncia de crescimento)
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Tabela 5a. Suscetibilidade ao fluconazol de isolados de Candida spp provenientes de pacientes portadores de
doenga periodontal.

N° pac. / Espécie MIC Susceti- N’ pac./ Espécie MIC Susceti-
cod. Fluconazol bilidade  cod. Fluconazol bilidade
amostra pg/mL amostra pg/mL

1-B1 C. albicans 1,0 S 15-A2 C. albicans 4,0 S
1-B2 C. albicans 1,0 S 15-A3 C. albicans 4,0 S
1-B3 C. albicans 8,0 S 15-A4 C. albicans 0,5 S
1-B4 C. albicans 8,0 S 15-A5 C. albicans 0,5 S
1-B5 C. albicans 8,0 S 15-M1 C. albicans 4,0 S
1-M1 C. albicans 8,0 S 26-A2 C. dubliniensis 2,0 S
1-M2 C. albicans 8,0 S 26-A3 C. dubliniensis 2,0 S
1-M3 C. albicans 1,0 S 26-A4 C. dubliniensis 2,0 S
1-M4 C. albicans 1,0 S 26-A6 C. tropicalis 32 SDC
1-M5 C. albicans 1,0 S 26-A7 C. tropicalis 4,0 S
3-A1 C. albicans 2,0 S 26-A8 C. tropicalis 8,0 S
3-A2 C. albicans 2,0 S 30-A6 C. tropicalis 16 SDC
3-A3 C. albicans 4,0 S 30-A7 C. tropicalis 16 SDC
3-Ad C. albicans 16 SDC 30-A8 C. tropicalis 16 SDC
3-A5 C. albicans 4,0 S 31-A1 C. albicans 8,0 S
3-M1 C. albicans 1,0 S 31-A2 C. albicans 4,0 S
3-M2 C. albicans 0,125 S 31-A3 C. albicans 1,0 S
3-M3 C. albicans 4,0 S 31-A4 C. albicans 4,0 S
3-M4 C. albicans 4,0 S 31-M1 C. albicans 1,0 S
3-M5 C. albicans 0,125 S 31-M2 C. albicans 0,125 S
13-A1 C. albicans 4,0 S 34-A6 C. tropicalis 32 SDC
13-A2 C. albicans 2,0 S 34-A7 C. tropicalis 16 SDC
13-A3 C. albicans 2,0 S 34-A8 C. tropicalis 0,125 S
13-A4 C. albicans 2,0 S 34-A9 C. tropicalis 2,0 S
13-A5 C. albicans 2,0 S 34-A10 C. tropicalis 2,0 S
14-A1 C. albicans 2,0 S 34-B2 C. tropicalis 2,0 S
14-A2 C. albicans 2,0 S 34-M2 C. tropicalis 2,0 S
14-A3 C. albicans 2,0 S 41-A1 C. albicans 1,0 S
14-A4 C. albicans 2,0 S 41-A2 C. albicans 2,0 S
14-A5 C. albicans 2,0 S 41-A3 C. albicans 2,0 S
14-B1 C. albicans 2,0 S 41-A4 C. albicans 2,0 S
14-M1 C. albicans 2,0 S 41-A5 C. albicans 2,0 S
14-M2 C. albicans 2,0 S 41-M1 C. albicans 2,0 S
14-M4 C. albicans 2,0 S 41-M2 C. albicans 2,0 S
15-A1 C. albicans 4,0 S 41-M3 C. albicans 2,0 S

Suscetibilidade: Sensivel (S) / Resistente (R) / Suscetibilidade dependente de Concentragéo (SDC).
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Resultados

Tabela 5b. Suscetibilidade ao fluconazol de isolados de Candida spp provenientes de pacientes
portadores de doenga periodontal.

N° pac./  Espécie MIC Susceti- N°pac./  Espécie MIC Susceti-
céd. Fluconazol bilidade Cad. Fluconazol bilidade
amostra pg/mL amostra pg/mL

41-M4 C. albicans 2,0 S 55-A3 C. albicans 1,0 S
41-M5 C. albicans 2,0 S 55-A4 C. albicans 4,0 S
42-B1 C. albicans 8,0 S 55-A5 C. albicans 4,0 S
42-B2 C. albicans 2,0 S 55-B1 C. albicans 4,0 S
42-B3 C. albicans 4,0 S 55-B2 C. albicans 1,0 S
42-B4 C. albicans 2,0 S 55-B3 C. albicans 1,0 S
42-B5 C.albicans 2,0 S 55-B4 C. albicans 1,0 S
42-M1 C. albicans 1,0 S 55-B5 C. albicans 1,0 S
42-M2 C. albicans 1,0 S 55-M1 C. albicans 0,125 S
45-M1 C.parapsilosis 16 SDC 55-M4 C. albicans 1,0 S
45-M2 C. parapsilosis 2,0 S 56-M1 C. famata 1,0 S
45-M4 C. parapsilosis 32 SDC 56-M3 C. krusei 32 SDC
45-M5 C. parapsilosis 32 SDC 56-M4 C. krusei 32 SDC
46-M1 C. lusitaniae 4,0 S 56-M5 C. krusei 1,0 S
47-A1 C. albicans 8,0 S 56-M6 C. krusei 32 SDC
47-A2 C. albicans 4,0 S 56-M7 C. famata 1,0 S
47-A3 C. albicans 0,125 S 56-M8 C. famata 1,0 S
47-A4 C. albicans 4,0 S 56-M9 C. norvegensis 1,0 S
47-A5 C. albicans 2,0 S 56-M10 C. norvegensis 0,5 S
47-M1 C. albicans 1,0 S 56-M11 C. norvegensis 0,5 S
47-M2 C. albicans 1,0 S 58-A1 C. albicans 0,5 S
50-A1 C. albicans 1,0 S 58-A2 C. albicans 1,0 S
50-A2 C. albicans 1,0 S 58-A3 C. albicans 0,125 S
50-A3 C. albicans 0,5 S 58-A4 C. albicans 1,0 S
50-A4 C.albicans 4,0 S 58-A5 C. albicans 1,0 S
50-M1 C. albicans 2,0 S 58-B1 C. albicans 1,0 S
50-M2 C. albicans 4,0 S 58-B2 C. albicans 8,0 S
50-M3 C. albicans 1,0 S 58-B3 C. albicans 16 SDC
50-M4 C. albicans 2,0 S 58-B4 C. albicans 16 SDC
50-M6 C. parapsilosis 16 SDC 58-B5 C. albicans 16 SDC
53-M6 C. tropicalis 32 SDC 58-M1 C. albicans 2,0 S
53-M7 C. tropicalis 1,0 S 58-M2 C. albicans 8,0 S
53-M8 C. tropicalis 0,250 S 58-M3 C. albicans 4,0 S
55-A1 C. albicans 1,0 S 58-M4 C. albicans 8,0 S
55-A2 C. albicans 1,0 S 58-M5 C. albicans 8,0 S

Suscetibilidade: Sensivel (S) / Resistente (R) / Suscetibilidade dependente de Concentragéo (SDC).
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Figura 4a: Suscetibilidade dos isolados de Candida spp. ao Fluconazol.
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Resultados

Tabela 6a. Suscetibilidade ao itraconazol de isolados de Candida spp provenientes de pacientes portadores
de doenga periodontal.

N’ pac. / Espécie MIC Susceti- N’ pac./ Espécie MIC Susceti-
cod. Itraconazol bilidade  cod. Itraconazol bilidade
amostra pg/mL amostra pug/mL

1-B1 C. albicans 0,250 SDC 15-A2 C. albicans 0,250 SDC
1-B2 C. albicans 0,250 SDC 15-A3 C. albicans 0,250 SDC
1-B3 C. albicans 0,250 SDC 15-A4 C. albicans 0,250 SDC
1-B4 C. albicans 0,125 S 15-A5 C. albicans 0,250 SDC
1-B5 C. albicans 0,125 S 15-M1 C. albicans 0,250 SDC
1-M1 C. albicans 0,125 S 26-A2 C. dubliniensis 0,125 S
1-M2 C. albicans 0,25 S 26-A3 C. dubliniensis 0,125 S
1-M3 C. albicans 0,250 SDC 26-A4 C. dubliniensis 0,060 S
1-M4 C. albicans 0,50 SDC 26-A6 C. tropicalis 2,0 R
1-M5 C. albicans 0250 SDC 26-A7 C. tropicalis 0,250 SDC
3-A1 C. albicans 0,030 S 26-A8 C. tropicalis 0,250 SDC
3-A2 C. albicans 0,030 S 30-A6 C. tropicalis 1,0 R
3-A3 C. albicans 0,125 S 30-A7 C. tropicalis 0,50 SDC
3-Ad C. albicans 0,250 SDC 30-A8 C. tropicalis 1,0 R
3-A5 C. albicans 0,250 SDC 31-A1 C. albicans 0,125 S
3-M1 C. albicans 0,250 SDC 31-A2 C. albicans 0,250 SDC
3-M2 C. albicans 0,007 S 31-A3 C. albicans 0,50 SDC
3-M3 C. albicans 0,250 SDC 31-A4 C. albicans 0,125 S
3-M4 C. albicans 0,250 SDC 31-M1 C. albicans 0,50 SDC
3-M5 C. albicans 0,50 SDC 31-M2 C. albicans 0,007 S
13-A1 C. albicans 0,250 SDC 34-A6 C. tropicalis 2,0 R
13-A2 C. albicans 0,250 SDC 34-A7 C. tropicalis 1,0 R
13-A3 C. albicans 0,250 SDC 34-A8 C. tropicalis 0,007 S
13-A4 C. albicans 0,250 SDC 34-A9 C. tropicalis 0,50 SDC
13-A5 C. albicans 0,250 SDC 34-A10 C. tropicalis 0,0 SDC
14-A1 C. albicans 0,250 SDC 34-B2 C. tropicalis 1,0 R
14-A2 C. albicans 0,250 SDC 34-M2 C. tropicalis 1,0 R
14-A3 C. albicans 0,250 SDC 41-A1 C. albicans 0,50 SDC
14-A4 C. albicans 0,250 SDC 41-A2 C. albicans 0,250 SDC
14-A5 C. albicans 0,250 SDC 41-A3 C. albicans 0,50 SDC
14-B1 C. albicans 0,250 SDC 41-A4 C. albicans 0,250 SDC
14-M1 C. albicans 0,250 SDC 41-A5 C. albicans 0,250 SDC
14-M2 C. albicans 0,250 SDC 41-M1 C. albicans 0,250 SDC
14-M4 C. albicans 0,250 SDC 41-M2 C. albicans 0,250 SDC
15-A1 C. albicans 0,250 SDC 41-M3 C. albicans 0,50 SDC

Suscetibilidade: Sensivel (S) / Resistente (R) / Suscetibilidade dependente de Concentragédo (SDC).
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Resultados

Tabela 6b. Suscetibilidade ao itraconazol de isolados de Candida spp provenientes de pacientes portadores
de doenga periodontal.

N pac. / Espécie MIC Susceti- N pac./ Espécie MIC Susceti-
cod. Itraconazol bilidade cod. Itraconazol  bilidade
amostra pg/mL amostra pg/mL

41-M4 C. albicans 1,0 R 55-A3 C. albicans 0,250 SDC
41-M5 C. albicans 0,250 SDC 55-A4 C. albicans 0,250 SDC
42-B1 C. albicans 0,250 SDC 55-A5 C. albicans 0,250 SDC
42-B2 C. albicans 0,250 SDC 55-B1 C. albicans 0,250 SDC
42-B3 C. albicans 0,250 SDC 55-B2 C. albicans 0,250 SDC
42-B4 C. albicans 0,250 SDC 55-B3 C. albicans 0,250 SDC
42-B5 C.albicans 0,250 SDC 55-B4 C. albicans 0,125 S
42-M1 C. albicans 0,250 SDC 55-B5 C. albicans 0,250 SDC
42-M2 C. albicans 0,007 S 55-M1 C. albicans 0,007 S
45-M1 C.parapsilosis 1,0 R 55-M4 C. albicans 0,250 SDC
45-M2 C. parapsilosis 2,0 R 56-M1 C. famata 0,125 S
45-M4 C. parapsilosis 2,0 R 56-M3 C. krusei 1,0 R
45-M5 C. parapsilosis 2,0 R 56-M4 C. krusei 2,0 R
46-M1 C. lusitaniae 0,250 SDC 56-M5 C. krusei 0,125 S
47-A1 C. albicans 0,50 SDC 56-M6 C. krusei 2,0 R
47-A2 C. albicans 0,50 SDC 56-M7 C. famata 0,250 SDC
47-A3 C. albicans 0,007 S 56-M8 C. famata 0,125 S
47-A4 C. albicans 0,030 S 56-M9 C. norvegensis 0,060 S
47-A5 C. albicans 0,007 S 56-M10 C. norvegensis 0,015 S
47-M1 C. albicans 0,250 SDC 56-M11 C. norvegensis 0,030 S
47-M2 C. albicans 0,250 SDC 58-A1 C. albicans 0,250 SDC
50-A1 C. albicans 0,250 SDC 58-A2 C. albicans 0,250 SDC
50-A2 C. albicans 0,250 SDC 58-A3 C. albicans 0,007 S
50-A3 C. albicans 0,50 SDC 58-A4 C. albicans 0,250 SDC
50-A4 C.albicans 0,007 S 58-A5 C. albicans 0,250 SDC
50-M1 C. albicans 0,007 S 58-B1 C. albicans 0,250 SDC
50-M2 C. albicans 0,50 SDC 58-B2 C. albicans 0,250 SDC
50-M3 C. albicans 0,250 SDC 58-B3 C. albicans 0,250 SDC
50-M4 C. albicans 0,250 SDC 58-B4 C. albicans 0,250 SDC
50-M6 C. parapsilosis 0,50 SDC 58-B5 C. albicans 0,125 S
53-M6 C. tropicalis 2,0 R 58-M1 C. albicans 0,030 S
53-M7 C. tropicalis 0,125 S 58-M2 C. albicans 0,50 SDC
53-M8 C. tropicalis 0,030 S 58-M3 C. albicans 0,250 SDC
55-A1 C. albicans 0,250 SDC 58-M4 C. albicans 0,250 SDC
55-A2 C. albicans 0,250 SDC 58-M5 C. albicans 0,250 SDC

Suscetibilidade: Sensivel (S) / Resistente (R) / Suscetibilidade dependente de Concentragdo (SDC).
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Figura 5a: Suscetibilidade dos isolados de Candida spp. ao ltraconazol.
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Figura 5b: Suscetibilidade dos isolados de Candida albicans. ao ltraconazol em relagéo aos sitios coletados.
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Figura 5c: Suscetibilidade dos isolados de Candida n&o albicans. ao ltraconazol em relagéo aos sitios
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Resultados

Tabela 7a. Suscetibilidade ao cetoconazol de isolados de Candida spp provenientes de pacientes portadores

de doenga periodontal.

N’ pac./  Espécie MIC Susceti- N’ pac. / Espécie MIC Susceti-
cod. Cetoconazol bilidade cod. Cetoconazol bilidade
amostra pg/mL amostra pg/mL

1-B1 C. albicans 0,250 SDC 15-A2 C. albicans 0,250 SDC
1-B2 C. albicans 0,250 SDC 15-A3 C. albicans 0,50 SDC
1-B3 C. albicans 0,250 SDC 15-A4 C. albicans 0,50 SDC
1-B4 C. albicans 0,250 SDC 15-A5 C. albicans 0,50 SDC
1-B5 C. albicans 0,250 SDC 15-M1 C. albicans 0,50 SDC
1-M1 C. albicans 0,250 SDC 26-A2 C. dubliniensis 0,06 S
1-M2 C. albicans 0,250 SDC 26-A3 C. dubliniensis 0,125 S
1-M3 C. albicans 0,250 SDC 26-A4 C. dubliniensis 0,125 S
1-M4 C. albicans 0,250 SDC 26-A6 C. tropicalis 0,50 SDC
1-M5 C. albicans 0,50 SDC 26-A7 C. tropicalis 0,250 SDC
3-A1 C. albicans 0,06 S 26-A8 C. tropicalis 0,250 SDC
3-A2 C. albicans 0,06 S 30-A6 C. tropicalis 0,250 SDC
3-A3 C. albicans 0,06 S 30-A7 C. tropicalis 0,250 SDC
3-A4 C. albicans 0,50 SDC 30-A8 C. tropicalis 0,125 SDC
3-A5 C. albicans 0,50 SDC 31-A1 C. albicans 0,250 SDC
3-M1 C. albicans 0,250 SDC 31-A2 C. albicans 0,250 SDC
3-M2 C. albicans 0,015 S 31-A3 C. albicans 0,250 SDC
3-M3 C. albicans 0,50 SDC 31-A4 C. albicans 0,250 SDC
3-M4 C. albicans 0,250 SDC 31-M1 C. albicans 0,250 SDC
3-M5 C. albicans 0,015 S 31-M2 C. albicans 0,015 S
13-A1 C. albicans 0,250 SDC 34-A6 C. tropicalis 0,50 SDC
13-A2 C. albicans 0,250 SDC 34-A7 C. tropicalis 0,250 SDC
13-A3 C. albicans 0,250 SDC 34-A8 C. tropicalis 0,015 S
13-A4 C. albicans 0,250 SDC 34-A9 C. tropicalis 0,030 S
13-A5 C. albicans 0,250 SDC 34-A10 C. tropicalis 0,030 S
14-A1 C. albicans 0,250 SDC 34-B2 C. tropicalis 0,015 S
14-A2 C. albicans 0,250 SDC 34-M2 C. tropicalis 0,030 S
14-A3 C. albicans 0,250 SDC 41-A1 C. albicans 0,125 S
14-A4 C. albicans 0,50 SDC 41-A2 C. albicans 1,0 R
14-A5 C. albicans 0,50 SDC 41-A3 C. albicans 0,50 SDC
14-B1 C. albicans 0,50 SDC 41-A4 C. albicans 0,250 SDC
14-M1 C. albicans 0,50 SDC 41-A5 C. albicans 0,250 SDC
14-M2 C. albicans 0,50 SDC 41-M1 C. albicans 0,250 SDC
14-M4 C. albicans 0,50 SDC 41-M2 C. albicans 0,250 SDC
15-A1 C. albicans 0,50 SDC 41-M3 C. albicans 1,0 R

Suscetibilidade:

Sensivel (S) / Resistente (R) / Suscetibilidade dependente de Concentragéo (SDC).
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Resultados

Tabela 7b. Suscetibilidade ao cetoconazol de isolados de Candida spp provenientes de pacientes
portadores de doenga periodontal.

N’ pac./  Espécie MIC Susceti- N® pac. / Espécie MIC Susceti-
cod. Cetoconazol bilidade céd. Cetoconazol bilidade
amostra pg/mL amostra ug/mL

41-M4 C. albicans 1,0 R 55-A3 C. albicans 0,250 SDC
41-M5 C. albicans 0,250 SDC 55-A4 C. albicans 0,50 SDC
42-B1 C. albicans 0,250 SDC 55-A5 C. albicans 0,250 SDC
42-B2 C. albicans 0,250 SDC 55-B1 C. albicans 0,250 SDC
42-B3 C. albicans 0,250 SDC 55-B2 C. albicans 0,50 SDC
42-B4 C. albicans 0,250 SDC 55-B3 C. albicans 0,250 SDC
42-B5 C.albicans 0,250 SDC 55-B4 C. albicans 0,250 SDC
42-M1 C. albicans 0,250 SDC 55-B5 C. albicans 0,250 SDC
42-M2 C. albicans 1,0 R 55-M1 C. albicans 0015 S
45-M1 C.parapsilosis 0,50 SDC 55-M4 C. albicans 0,250 SDC
45-M2 C. parapsilosis 1,0 R 56-M1 C. famata 0,060 S
45-M4 C. parapsilosis 1,0 R 56-M3 C. krusei 0,50 SDC
45-M5 C. parapsilosis 0,06 S 56-M4 C. krusei 1,0 R
46-M1 C. lusitaniae 0,50 SDC 56-M5 C. krusei 0,015 S
47-A1 C. albicans 0,50 SDC 56-M6 C. krusei 1,0 R
47-A2 C. albicans 0,50 SDC 56-M7 C. famata 0,030 S
47-A3 C. albicans 0,015 S 56-M8 C. famata 0,015 S
47-A4 C. albicans 0,50 SDC 56-M9 C. norvegensis 0,030 S
47-A5 C. albicans 0,015 S 56-M10 C. norvegensis 0,030 S
47-M1 C. albicans 0,50 SDC 56-M11 C. norvegensis 0,015 S
47-M2 C. albicans 0,50 SDC 58-A1 C. albicans 0,250 SDC
50-A1 C. albicans 0,250 SDC 58-A2 C. albicans 0,250 SDC
50-A2 C. albicans 0,250 SDC 58-A3 C. albicans 0,015 S
50-A3 C. albicans 0,50 SDC 58-A4 C. albicans 0,250 SDC
50-A4 C.albicans 0,250 SDC 58-A5 C. albicans 0,50 SDC
50-M1 C. albicans 0,250 SDC 58-B1 C. albicans 0,250 SDC
50-M2 C. albicans 0,50 SDC 58-B2 C. albicans 0,50 SDC
50-M3 C. albicans 0,250 SDC 58-B3 C. albicans 0,50 SDC
50-M4 C. albicans 0,06 S 58-B4 C. albicans 0,50 SDC
50-M6 C. parapsilosis 0,015 S 58-B5 C. albicans 0,250 SDC
53-M6 C. tropicalis 0,50 SDC 58-M1 C. albicans 0,125 S
53-M7 C. tropicalis 0,030 S 58-M2 C. albicans 0,250 SDC
53-M8 C. tropicalis 0,030 S 58-M3 C. albicans 0,50 SDC
55-A1 C. albicans 0,250 SDC 58-M4 C. albicans 0,50 SDC
55-A2 C. albicans 0,250 SDC 58-M5 C. albicans 0,50 SDC

Suscetibilidade: Sensivel (S) / Resistente (R) / Suscetibilidade dependente de Concentragdo (SDC).
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Figura 6a: Suscetibilidade dos isolados de Candida spp. ao Cetoconazol.
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Resultados

Tabela 8a. Suscetibilidade a anfotericina B de isolados de Candida spp provenientes de pacientes portadores

de doenga periodontal.

N pac. / Espécie MIC Susceti- N° pac./ Espécie MIC Susceti-
cod. Anfotericina B bilidade cod. Anfotericina B bilidade
amostra pg/mL amostra pg/mL

1-B1 C. albicans 4,0 R 15-A2 C. albicans 2,0 R
1-B2 C. albicans 4,0 R 15-A3 C. albicans 2,0 R
1-B3 C. albicans 4,0 R 15-A4 C. albicans 2,0 R
1-B4 C. albicans 1,0 S 15-A5 C. albicans 2,0 R
1-B5 C. albicans 4,0 R 15-M1 C. albicans 2,0 R
1-M1 C. albicans 0,125 S 26-A2 C. dubliniensis 2,0 R
1-M2 C. albicans 4,0 R 26-A3 C. dubliniensis 2,0 R
1-M3 C. albicans 4,0 R 26-A4 C. dubliniensis 1,0 S
1-M4 C. albicans 4,0 R 26-A6 C. tropicalis 0,062 S
1-M5 C. albicans 4,0 S 26-A7 C. tropicalis 0,062 S
3-A1 C. albicans 1,0 S 26-A8 C. tropicalis 2,0 R
3-A2 C. albicans 1,0 S 30-A6 C. tropicalis 2,0 R
3-A3 C. albicans 1,0 S 30-A7 C. tropicalis 2,0 R
3-A4 C. albicans 1,0 S 30-A8 C. tropicalis 4,0 R
3-A5 C. albicans 1,0 S 31-A1 C. albicans 0,250 S
3-M1 C. albicans 1,0 S 31-A2 C. albicans 0,250 S
3-M2 C. albicans 0,062 S 31-A3 C. albicans 0,250 S
3-M3 C. albicans 1,0 S 31-A4 C. albicans 0,250 S
3-M4 C. albicans 1,0 S 31-M1 C. albicans 0,250 S
3-M5 C. albicans 0,03 S 31-M2 C. albicans 0,031 S
13-A1 C. albicans 4,0 R 34-A6 C. tropicalis 2,0 R
13-A2 C. albicans 4,0 R 34-A7 C. tropicalis 4,0 R
13-A3 C. albicans 4,0 R 34-A8 C. tropicalis 0,031 S
13-A4 C. albicans 4,0 R 34-A9 C. tropicalis 2,0 R
13-A5 C. albicans 4,0 R 34-A10 C. tropicalis 2,0 R
14-A1 C. albicans 4,0 R 34-B2 C. tropicalis 2,0 R
14-A2 C. albicans 4,0 R 34-M2 C. tropicalis 2,0 R
14-A3 C. albicans 4,0 R 41-A1 C. albicans 8,0 R
14-A4 C. albicans 4,0 R 41-A2 C. albicans 4,0 R
14-A5 C. albicans 4,0 R 41-A3 C. albicans 4,0 R
14-B1 C. albicans 4,0 R 41-A4 C. albicans 4,0 R
14-M1 C. albicans 4,0 R 41-A5 C. albicans 4,0 R
14-M2 C. albicans 4,0 R 41-M1 C. albicans 4,0 R
14-M4 C. albicans 4,0 R 41-M2 C. albicans 4,0 R
15-A1 C. albicans 2,0 R 41-M3 C. albicans 4,0 R

Suscetibilidade: Sensivel (S) / Resistente (R) / Suscetibilidade dependente de Concentracédo ( SDC).
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Resultados

Tabela 8b. Suscetibilidade a anfotericina B de isolados de Candida spp provenientes de pacientes portadores
de doenga periodontal.

N° pac. / Espécie MIC Susceti- N° pac. / Espécie MIC Susceti-
cod. Anfotericina B bilidade céd. Anfotericina B bilidade
amostra pug/mL amostra pug/mL

41-M4 C. albicans 4,0 R 55-A3 C. albicans 4,0 R
41-M5 C. albicans 4,0 R 55-A4 C. albicans 4,0 R
42-B1 C. albicans 2,0 R 55-A5 C. albicans 4,0 R
42-B2 C. albicans 2,0 R 55-B1 C. albicans 4,0 R
42-B3 C. albicans 2,0 R 55-B2 C. albicans 2,0 R
42-B4 C. albicans 2,0 R 55-B3 C. albicans 2,0 R
42-B5 C.albicans 2,0 R 55-B4 C. albicans 2,0 R
42-M1 C. albicans 2,0 R 55-B5 C. albicans 4,0 R
42-M2 C. albicans 2,0 R 55-M1 C. albicans 0,031 S
45-M1 C.parapsilosis 2,0 R 55-M4 C. albicans 2,0 R
45-M2 C. parapsilosis 0,031 S 56-M1 C. famata 4,0 R
45-M4 C. parapsilosis 0,5 S 56-M3 C. krusei 4,0 R
45-M5 C. parapsilosis 0,5 S 56-M4 C. krusei 4,0 R
46-M1 C. lusitaniae 8,0 R 56-M5 C. krusei 4,0 R
47-A1 C. albicans 4,0 R 56-M6 C. krusei 4,0 R
47-A2 C. albicans 4,0 R 56-M7 C. famata 4,0 R
47-A3 C. albicans 0,031 S 56-M8 C. famata 4,0 R
47-A4 C. albicans 0,125 S 56-M9 C. norvegensis 4,0 R
47-A5 C. albicans 0,031 S 56-M10 C. norvegensis 0,125 S
47-M1 C. albicans 4,0 R 56-M11 C. norvegensis 0,125 S
47-M2 C. albicans 4,0 R 58-A1 C. albicans 4,0 R
50-A1 C. albicans 2,0 R 58-A2 C. albicans 4,0 R
50-A2 C. albicans 2,0 R 58-A3 C. albicans 0,031 S
50-A3 C. albicans 2,0 R 58-A4 C. albicans 4,0 R
50-A4 C.albicans 2,0 R 58-A5 C. albicans 4,0 R
50-M1 C. albicans 4,0 R 58-B1 C. albicans 4,0 R
50-M2 C. albicans 4,0 R 58-B2 C. albicans 4,0 R
50-M3 C. albicans 4,0 R 58-B3 C. albicans 2,0 R
50-M4 C. albicans 4,0 R 58-B4 C. albicans 4,0 R
50-M6 C. parapsilosis 4,0 R 58-B5 C. albicans 4,0 R
53-M6 C. tropicalis 8,0 R 58-M1 C. albicans 0,250 S
53-M7 C. tropicalis 4,0 R 58-M2 C. albicans 4,0 R
53-M8 C. tropicalis 0,031 S 58-M3 C. albicans 2,0 R
55-A1 C. albicans 4,0 R 58-M4 C. albicans 2,0 R
55-A2 C. albicans 4,0 R 58-M5 C. albicans 4,0 R

Suscetibilidade: Sensivel (S) / Resistente (R) / Suscetibilidade dependente de Concentragdo (SDC).
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Figura 7a: Suscetibilidade dos isolados de Candida spp. a Anfotericina B.
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Figura 7b: Suscetibilidade dos isolados de Candida albicans. a Anfotericina B em relacdo aos sitios
coletados.
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Figura 7c: Suscetibilidade dos isolados de Candida n&o albicans. a Anfotericina B em relagdo aos sitios
coletados.

56



Resultados

Tabela 9. Valores da suscetibilidade dos antifungicos azélicos e anfotericina B (CIM 50 e CIM 90) em relagao

aos isolados de Candida spp.

Droga Espécies / nimero CIM-faixa CIMj5 CIMg
de amostras (g/mL)  ug/mL) (pg/mL)
Fluconazol C.albicans (105) 0,125-64 2,0 8,0
C.ndo albicans (35) 0,125-32 0,5 2,0
Itraconazol C.albicans (105) 0,007-1,0 0,25 0,25
C.néo albicans (35) 0,007-20 0,5 2,0
Cetoconazol C.albicans (105) 0,015-1,0 0,25 0,5
C.ndo albicans (35) 0,015-1,0 0,125 0,5
AnfotericinaB  C.albicans (105) 0,03-16 4,0 4,0
C.ndo albicans (35) 0,03-16 2,0 4,0
Diluicoes da droga >

Isolados
clinicos

CP CN

Figura 8: Placa de Elisa exemplificando o teste de suscetibilidade de C. albicans ao fluconazol. Colunas 1 a
10: diluicdes seriadas da droga (64 a 0,125 (ug/mL); Linhas A a H: diferentes isolados clinicos. CP: controle
positivo (meio + indculo); CN: controle negativo (meio + droga).
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A selecédo prévia dos isolados do presente trabalho foi feita através da
avaliagao da coloracao e aspecto da coldnia durante cultivo em meio cromogénico
Chromagar Candida®, que é o método mais amplamente empregado na literatura
para identificagao de Candida spp. (Gatica et al., 2002; Ballesté et al., 2005). No
entanto, quando se trata de diferenciacdo entre espécies de C. albicans e nao
albicans, € necessario realizar testes complementares utilizando microcultivo e
testes bioquimicos, como por exemplo, assimilagdo de carboidratos (kit API 20C®),
para que se tenha um diagnéstico preliminar especifico. Além disso, o uso de
diferentes temperaturas de incubacdo e o cultivo em Sabouraud Dextrose
Hipertdnico permite a diferenciagao entre as espécies C. albicans e C. dubliniensis
(Finegald et al., 1989; Fitzpatrick et al., 1998; Galle et al., 2004).

Como C. dubliniensis apresenta caracteristicas semelhantes a C.
albicans, muitos autores tem se preocupado em padronizar a identificagdo desta
espécie com provas fenotipicas que possam ser implantadas em rotina de
laboratérios (Jabra-Rizk et al., 1999b; Bikandi et al., 1998; Pinjon et al., 1998;
Gales et al., 1999). Caracteristicas fenotipicas discriminatérias de C. dubliniensis
como diferenca de coloragdo dos cultivos em CHROMagar Candida®, diferenca no
padrao de assimilacdo de carboidratos e na capacidade de crescimento em
temperaturas elevadas (42 e 45°C), bem como produgao de grande quantidade de
clamidoconidios, tém sido apontadas, entre outras. No entanto, nenhuma delas
parece ser suficiente para uma identificagao definitiva de espécie (Schorling et al.,
2000).

Assim, através do emprego de métodos convencionais ou classicos para
identificagdo dos isolados estudados no presente trabalho, observa-se que 75%
dos mesmos pertencem a espécie C. albicans (105 isolados), enquanto 25%
pertencem a outras espécies de Candida (Tabelas 3a, 3b, 4a e 4b; Figuras 1, 2 e
3). Dentre as espécies nao albicans foram encontradas, por ordem de prevaléncia,
C. tropicalis (16), C. parapsilosis (5), C. krusei (4), C. famata (3), C. norvegensis
(3), C. dubliniensis (3) e C. lusitaniae (1), (Figura 1). Resultados similares tém sido

encontrados na literatura e confirmam as observagdes de que existe um aumento

59



Discussao

da incidéncia de espécies nao albicans, ainda que C. albicans seja a espécie
prevalente (Odds et al, 1994; Mufioz et al., 1997). De fato, dentro do género
Candida, alguns estudos tém demonstrado uma crescente freqiiéncia de infecgdes
por espécies de C. nao-albicans, com varias espécies deste género sendo
responsaveis por infecgdes sanglineas, associadas a doenga periodontal e outros
sitios anatémicos (Ficher-Hoch, Hutwagner, 1995; Coleman et al., 1998).

Um substancial aumento no numero de registros de espécies de Candida
nao-albicans também tem sido reportado em pacientes com AIDS expostos a
tratamentos repetidos de drogas antifungicas, especialmente o fluconazol
(Barchiesi et al., 1996; Dronda et al., 1996). No Brasil, Milan et al. (1998)
mostraram que Candida nao-albicans foi isolada de cavidade oral de 28% dos
pacientes com AIDS, avaliados em estudo realizado no Hospital do Servidor
Publico Estadual de Sdo Paulo, entre 1995 e 1996.

Com relagdo a identificacdo particularmente de C. albicans e C.
dubliniensis, na presente investigacdo, optou-se pela utilizagcdo do teste de
crescimento em 42°C e Teste de Saboraud Hipertbnico como principais testes
para triagem de C. dubliniensis, por apresentarem as seguintes caracteristicas:
rapidez e facilidade na realizagdo, leitura objetiva, baixo custo e bom poder
discriminatorio para as espécies de leveduras em questdo (Pinjon et al.,, 1998;
Jabra-Rizk et al., 1999a). Do total de 108 isolados que apresentaram cor verde em
CHROMagar Candida, sugestivo de C. albicans ou C.dubliniensis, trés isolados
nao cresceram ou tiveram fraco crescimento quando incubados a 42°C, sendo o
mesmo observado quando tais isolados foram submetidos ao teste em meio
Sabouraud Hiperténico. Assim, pudemos confirmar a identificacao de tais isolados
como C. dubliniensis. O teste de crescimento em temperatures de 42 ou 45°C é
considerado pela maioria dos autores como a melhor triagem para C. dubliniensis.

Mariano et al. (2003), observaram que isolados de C. dubliniensis
apresentaram producido abundante de clamidoconidios, quando comparadas com
C. albicans, formando arranjos duplos ou triplos nas terminagdes das pseudohifas.

Esta caracteristica pode também ser observada em alguns casos, em amostras de
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C. albicans, apesar de em menor quantidade. Alguns pesquisadores descrevem C.
dubliniensis apresentando formagao abundante de clamidoconidios, com arranjos
de dois, trés ou mais unidades produzidas de uma mesma terminagao de
pseudohifa (Sullivan et al., 1995; Coleman et al., 1997). Por outro lado, Schoofs et
al. (1997) ndo observaram abundancia na formacdo destas estruturas em
amostras de C. dubliniensis que nao se apresentaram em pares ou conjugagdes
maiores. Possivelmente, esta discordancia indica a possibilidade de existir muitas
variacdes na expressao deste fendbmeno, dependendo das condicbes em que séo
mantidas as cepas. Ao observar isoladamente o microcultivo de uma amostra, ndo
é possivel dizer quando se trata de C. dubliniensis ou de C. albicans, sendo esta
uma caracteristica muito subjetiva, o que torna impraticavel utiliza-la como prova
de triagem entre estas espécies relacionadas e o0 mesmo se atribui as demais
espécies de C. ndo albicans (Tintelnot et al., 2000; Schorling et al., 2000).

Com o objetivo de avaliar o perfil de assimilacdo de carboidratos por
Candida spp. foi utilizado o sistema de identificagdo comercial APl 20C
(Biomerrieux). As leituras obtidas foram algumas vezes contraditorias, sendo que
nessas alguns agucares apresentaram assimilagao fraco positiva nas primeiras
48h de incubagao, que apenas se confirmaram apés 72h. Isso gerou duvidas no
caso de algumas amostras, resultando em interpretagdo dubia entre as espécies
de Candida, que s6 puderam ser sanadas quando da unido dos resultados obtidos
através dos demais meétodos utilizados, para um diagndstico especifico das
espécies identificadas no presente trabalho. Também Tintelnot et al. (2000)
encontraram consideravel variabilidade na assimilagdo de DL- lactato, D- xilose e
a-metil-D-glucosideo por C. dubliniensis, quando testadas pelo sistema ID32C,
mesmo com leitura visual do teste. Estes autores também mencionaram a
ocorréncia de reacgdes fraco-positivas apdés 48 horas de incubacdo. Estes
resultados demonstraram que o perfil de assimilagcdo de carboidratos € muito
variavel, ndo devendo ser a unica prova realizada em testes de triagem para

identificagao de espécies de Candida.
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Dentre os 53 pacientes investigados, 19 apresentaram colonizagao oral por
Candida spp, sendo que em 14 deles (26,4%) havia colonizagdo na bolsa
periodontal. A presenca de leveduras em bolsas periodontais tem sido relatada em
cerca de 20% dos pacientes com doenga periodontal severa (Slots et al., 1988;
Listgarten et al., 1993; Dahlén & Wikstrom, 1995). Embora ndo esteja totalmente
definida a participacdo destes organismos na patogénese desta doenga, os
resultados obtidos sao sugestivos, considerando o fato de que todos os pacientes
analisados nao apresentavam doencas sistémicas ou fatores que podem contribuir
com o desenvolvimento de infecgdes por leveduras, como imunossupressao, uso
de antibidticos ou corticosteroides.

A ocorréncia de resisténcia para os antifungicos azélicos foi maior para o
grupo das espécies de C. ndo-albicans (42,8%) em relagao ao observado para C.
albicans (3,6%). Foi possivel observar a ocorréncia de resisténcia cruzada entre
os antifungicos itraconazol e cetoconazol, para cinco amostras de trés pacientes.
Embora a ocorréncia de resisténcia fosse baixa para os azolicos, observa-se uma
diminuicdo na susceptibilidade a estes antifungicos, demonstrada pelo elevado
indice de SDC, especialmente para itraconazol e cetoconazol. O fluconazol
mostrou ser o antifungico mais efetivo para a maioria das amostras dentre todas
as espécies de Candida testadas. Estudos tém demonstrado que a suscetibilidade
aos antifungicos azolicos entre isolados de Candida spp. de bolsas periodontais
pode ser variavel, ocorrendo resisténcia cruzada. Mufioz et al. (1997), também
destacaram a ocorréncia de resisténcia cruzada entre os antifungicos azdlicos,
fundamentada na presenca de mecanismos de acado similares. Isso demonstra
padroes diferentes de suscetibilidade das mesmas cepas as drogas testadas
(Arikan et al., 1995). Esse fato vem corroborar dados recentes, que indicam uma
crescente resisténcia entre espécies de Candida aos antifungicos azdlicos,
sugerindo que a cavidade oral poderia ser um reservatorio de leveduras
resistentes (Waltimo et al., 2000; Kutsyk & Pavliuk, 2003; Ito et al., 2004; Kuriyama
et al., 2005).
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Um correto diagnodstico microbiologico deve ser considerado em lesdes
periodontais refratarias ao tratamento convencional. A aplicagdo conjunta de
tratamento antifungico pode ser utii em casos de infecgbes oportunistas por
Candida spp. no periodonto, especialmente em pacientes com elevado risco de
desenvolver candidiase sistémica (Listgarten et al., 1993; Pizzo et al., 2002 ). A
elevada ocorréncia de resisténcia a Anfotericina B encontrada entre as espécies
analisadas indica a necessidade de se fazer estudos mais acurados para este
antifungico. Realmente, considerando o potencial fungistatico dos antifungicos
azolicos e o potencial fungicida da anfotericina B (antifungico poliénico), seria
esperado encontrar maior numero de isolados sensiveis a esta ultima droga e nao
as demais.

Considerando a literatura pertinente, constatou-se que nao existe um
padrao usual de comportamento de isolados clinicos em relagcédo a suscetibilidade
aos antifungicos testados, uma vez que diferentes autores encontraram diferentes
resultados neste aspecto. Marra & Camargo (2002), por exemplo, concluiram em
seu trabalho, que a eficacia dos dois tipos de drogas fluconazol e anfotericina B foi
equivalente.

Desta forma, os resultados obtidos na presente pesquisa podem ser
sugestivos da ocorréncia de selecao de cepas resistentes a anfotericina B
convencional. O mesmo nao tem acontecido com outra forma de apresentacéo da
anfotericina B, a lipossomal, cuja formulagéo permite a liberagdo gradual, embora
constante, do principio ativo. Tal formulacdo tem sido considerada como uma
melhor opgdo terapéutica nos casos de resisténcia. Com isso, observa-se a
importancia da identificagdo preliminar do microrganismo causador da doenca
para que se prescreva a droga e concentragdo apropriada da mesma, evitando
dessa maneira a selecdo de cepas resistentes (Magaldi et al. 2001; Paniagua et
al., 2002; Camargo et al., 2002).

Quanto a concentracdo inibitéria minima (CIM) das diferentes drogas
estudadas em relagcédo aos isolados, foram determinadas a CIM 50 e a CIM 90,

que representam, respectivamente, as concentracbes capazes de inibir 50% e
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90% dos isolados. Os resultados da Tabela 9 mostram que no caso do fluconazol,
a CIM 50 diferiu entre os isolados de C. albicans e nao albicans, sendo de 8,0
ug/mL e 0,5 pg/mL, respectivamente. A CIM 90, por outro lado, foi igual (2,0
pg/mL).

A CIM 50 e CIM 90 das drogas itraconazol e anfotericina B para os
isolados de C. albicans foram equivalentes, ou seja, 0,25 pg/mL e 4,0 pg/mL,
respectivamente, enquanto para espécies nao albicans foi necessaria uma maior
concentracao dos antifungicos para inibir 90% dos isolados (Tabela 9). A CIM 50 e
CIM 90 do cetoconazol para as espécies C. albicans e nao albicans foram
similares (Tabela 9).

Mariano et al., (2002) observaram que todos os isolados de C. dubliniensis
foram sensiveis aos quatro antifungicos testados. As amostras de C. albicans
apresentaram maior variagdo das CIMs para os antifungicos azodlicos em
comparagdao com C. dubliniensis e os valores de CIM 50 e CIM 90 nao
expressaram diferengas significativas entre as duas espécies. No entanto, Moran
et al. (1997), reportaram casos de reduzida susceptibilidade ao fluconazol (CIM
entre 8,0 e 32 ug/mL) em isolados de C. dubliniensis entre 20% dos pacientes com
AIDS estudados. Adicionalmente, eles observaram rapido desenvolvimento de
resisténcia estavel em C. dubliniensis in vitro, apds exposigdo a droga. Dados
subsequentes demonstraram que C. dubliniensis codifica proteinas
transportadoras de drogas, as quais medeiam a resisténcia ao fluconazol em
isolados clinicos e pode ser rapidamente mobilizada, particularmente in vitro, sob
exposicao ao fluconazol (Moran et al., 1998). Ruhnke et al. (2000), descreveram o
desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol em uma paciente com AIDS
infectada por C. albicans e C. dubliniensis simultaneamente. A paciente
apresentava candidose oral recorrente devido as duas espécies, estando sob uso
de fluconazol por quatro anos. Analises moleculares mostraram persisténcia dos
mesmos isolados durante o periodo, ocorrendo o desenvolvimento de resisténcia

nas duas espécies.
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Pesquisas que envolvem estudos sobre o crescimento e suscetibilidade de
cepas de Candida spp. a uma ampla variedade de drogas antifiUngicas tem
demonstrado resisténcia cruzada a anfotericina B e antifungicos azolicos em
individuos que ndo haviam tido contato com os mesmos, sugerindo que néo se
trata de um efeito no metabolismo de esterol e sim de que novos mecanismos de
resisténcia estao envolvidos em isolados clinicos (Perea et al., 2000; Swinne et al.,
2004).

Esses dados, somados aos obtidos na presente pesquisa, sugerem que
para se obter eficacia na terapéutica utilizada sao necessarios estudos
comparativos entre os diversos antifungicos normalmente utilizados, ou seja,
azolicos e poliénicos, confrontando seus respectivos mecanismos de acdo e
fatores de origem local como ma higiene bucal, presenca de caries e proéteses,
que ocasionariam o acumulo microbiano. Além disso, devem-se considerar ainda
fatores de ordem sistémica relacionados a desordens do metabolismo do
hospedeiro, terapias imunossupressoras, ma nutricao, infecgao pelo virus HIV ja
que, a unido dessas condi¢des contribui para o agravamento da doenga, visto que
0 microrganismo causador da mesma € oportunista (Lindhe, 1999; Mufioz et al.,
1997; Galle et al., 2004).

O desenvolvimento de um programa rotineiro que inclua testes de
sensibilidade aos antifungicos para monitoramento das amostras bucais,
determinando a droga e concentracao eficiente da mesma no tratamento. Isto
também evitaria a selecdo de cepas resistentes, cuja suscetibilidade dependa da
concentragao da droga (Lindhe, 1999; Mufoz et al., 1997; Galle et al., 2004).

Estudos que venham a contribuir para um maior entendimento das relagdes
entre os microrganismos e antimicrobianos deverao ser levados a efeito no sentido
de se elucidar os complexos mecanismos que envolvem a resisténcia microbiana

a drogas.
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Os dados obtidos na presente pesquisa, permitem concluir que:

1 — A espécie C. albicans é a mais prevalente na microbiota bucal considerando-
se os diversos sitios analisados, confirmando os achados de Barros (2005).
Verifica-se ainda um aumento na incidéncia de espécies de C. nao albicans
nesses sitios, acompanhado de uma maior resisténcia das ultimas as drogas

testadas.

2 - Pacientes com doencga periodontal apresentam niveis de colonizacdo por

Candida spp relevantes, principalmente na mucosa bucal e bolsa periodontal.

3 - Os padrdes de suscetibilidade dos isolados de C. albicans e C. nao albicans

aos diferentes antifungicos estudados diferem consideravelmente.

4 - Nao ha ocorréncia de resisténcia para o fluconazol e pequena parcela de
isolados de Candida spp. mostrou Suscetibilidade Dependente de Concentragao
(SDC) em relagdo a essa droga, ocorrendo o oposto para o itraconazol e

cetoconazol. A maioria dos isolados é Resistente a anfotericina B.

5 - Os valores da Concentragdo Inibitoria Minima CIM50 e CIM90 dos antifungicos
azodlicos para as amostras de C. albicans sao inferiores aos encontrados para as
demais espécies. Para a anfotericina B, os valores de CIM50 e CIM90 ndo sao

diferentes entre estas e C. albicans.
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ANEXO I. Tabela de identificagédo de leveduras pelo método API 20 C AUX.

TABLEAU D'IDENTIFICATION / IDENTIFICATION TABLE / PROZENTTABELLE /
TABLA DE IDENTIFICACION / TABELLA DI IDENTIFICAZIONE / QUADRO DE IDENTIFICAGAO /
MINAKAZ TAYTOMNOIHEIHE / IDENTIFIERINGSTABELL / IDENTIFIKATIONSTABEL /
TABELA IDENTYFIKACJI

% de réactions positives aprés 48-72 h (+ 6 h) a 29°C + 2°C / % of reactions positive after 48-72 hrs. (+ 6 hrs) at 26°C £ 2°C/
% der positiven Reaktionen nach 48-72 Std. (+ 6 Std) bei 29°C + 2°C / % de las reacciones positivas después de 48-72 H (£ 6 H) a 29°C £ 2°C /
% di reazioni positive dopo 48-72 ore (+ 6 ore) a 29°C + 2°C / % das reacgOes positivas apos 48-72H (£ 6 H)a29°C £ 2°C/
% Bemikiv avnibpaoewy pera amné 48-72 wpeg (+ 6 wpeg) atoug 29°C + 2°C | % positiva reaktioner efter 48-72 h. (£ 6 h) vid 29°C £ 2°C/
% af positive reaktioner efter 48-72 timer ved 29°C + 2°C / % pozytywnych reakcji po 48-72 godzinach (+ 6 godzin) w 29°C = 2°C

API 20 C AUX V3.0 0 |GLU | GLY | 2KG | ARA | XYL | ADO | XLT [ GAL | INO | SOR | MDG |NAG| CEL | LAC | MAL | SAC | TRE | MLZ | RAF | HYPH
Candida albicans 1 U 100 [REN 95 Pl 88 94 0 99 NN 94 8 99 WY 0 B 9 9 5 |0 99
Candida albicans 2 "N 100 gl 99 EEEN 90 BN kM 0 | 70 1 99 e 0 el 1 Eo 1 0 99
Candida boidinii O RULDE 55 ( 1 0 REEN 70 RN 25 | 0 1 85| 0 0 1 1 1 0|0 00
Candida ciferrii R 100 80 80 ERGLE 71 | 60 00 100 X} 0 'l 60 | O 99 00 99 0 b 00
Candida colliculosa 0 Ehiv RlLlR 0 | 0| 0 |5 |13]| 0 | 60 1 0 0 0 3 -l 60 | 0 LN 25
Candida dubliniensis (8 100 96 99 OB 99 18 10 3 BE 0 |40 | O 0 Il 60 | O 0|0 99
Candida famata 0 RUDEETICEN 60. | 60 oo MMM 100 93 99 89 LM 100 100 96 78 1
Candida glabrata O ROLR 20 | O 0 0 0 0 4] 0 0 0 0 0 0 ] 0 9 0 (] 1
Candida guilliermondii 0 00 9 9 9 8 9 9 99 0 9 88 94 9 0 g 00 99 90 9 46
Candida kefyr O RLLE 27 | O 1 18| 1 |25 gDLE 0. | 34 0 0 1 9 F 100 1 REE
Candida kruseiinconspicua N 99 Mg 0 Q 0 o] 6 0 2 0 64| 0 0 0 0 0 0 0 9
Candida lusitaniae [N 100 90 9 1-] 65 20| 30| O EEEN 60 B 80 00 00 99 U
Candida magnoliae ORLLIN 32|50 | 0|0 0)]|]0|10| O | 60 0 0 0 0 2 101 1 1
Candida norvegensis ' 100 8 01]o0 0|]0]| 2 0 0 0 25| O 0 0 0 0|0 9
Candida parapsilosis [\@ 100 ¢ 88 89 89 9 3 K 0 8 0 0 00 100 9 95 Q! 99
Candida pelliculosa ER 100 99 [Nl 0O |67] 1 1|156| 0|70 EE 1 (70| 0 9 99 B8 Il 30 | 70
Candida rugosa O RULE 74 | O 1 |70 1 |26 gkl 0 W 0 59| 0 0 0 0 0j]0]|0 99
Candida sphaerica 1 0 Ll 31 2 0 z 0 | 62 0 9 68 0135 1 9 00 99 Bi 6 99
Candida sphaerica 2 [\l 10 8 1 0 1 0 |36 0 BEEE 50 | O | 31 Bl Wl 53 BEUM 64 | 1
Candida tropicalis 0 0 Wl 99 1 9 g 12 il 0 9 69 il 17 | * 99 k] N 72| 1 99
Candida utilis Ul 100 9 0 0|60 0 1 5 0 1 3 0|37| 0 8 96 RENEF N 69
Candida zeylanoides ' 100 100 8 0|0 1 0 1 0 99 0 99 ] 0 0|74| 0] O
Cryptococeus albidus [t 100 vy 9 B0 B 0 0 6 (30|60 | 65| 0 QEEN 10 EE 00 8 8 51 1
Cryptococcus humicolus U8 100 8 00 100 100 EeIMETY 100 100 9 00 100 98 100 100 99 99 9 99 99
Cryptococeus laurentii N 100 QAN 9 99 99 g 6 99 84 K] 6 9 96. 99 9 99 9 96 99
Cryptococous neoformans 'l 100 0] 00 IEW 9 1|1 B 9 00 99 88 ELNENUN 99 99 g W 25
Cryptococous lerreus 'l 100 V] 00 8 W[} O | O | 45 | 50 Q=i 0 96 9 36| 0 0|54]| 0|0 1
Cryplococcus unigulfulatus [N 100 eI 99 99 99 0 1 99 BEIUM 99 00 0 00 100 00 g 25
Geotrichum capitatum 0 9 0 0|0 0|25 0|10} O 2|10 0 o 0 0]0 9
Geotrichum penicillatum [El 100 100 & 0 0 0 88 0 0 0 [¢] 0 0 9
Hansenula polymorpha 'l 100 8 0 1 116636 0 [l 90 1 1|20 0 90 LN 9 0 2
Kloeckera spp O LN O |50 | 1 olojo]oO 0 0 0 [Vl 96 ] 0 0 0 0O 1
Pichia ohmeri tl 100 99 96 0 0|66 0 & 0 g 98 Ll 56 | O 99 9 0 0
Prototheca wickerhamii [\l 100 100 ) 0 0 0 0|55 0 0 0 0 0 0 0 0 i 0 | O 1
Rhodotorula glutinis 0 KLUE 15 (4] 0 8 0|50)| 0 8 3 0 1 0 9 00 il B84 96 1
Rhodotorula mucilaginosa 1 [l 100 ) 4 | 15|33 61| 10| O 5 0 0 0 0|33 00 ] 1 B 25
Rhodotorula mucilaginosa 2 | 0 [t 60 | 1 LN 64 | 52 o 0 | 60 1 0 1 0 B 00 9 86 98 L
Rhodotorula minuta '@ 100 100 100 98 9 3 0 0 0 5 0 ETSD 1 0 9 9 9 0 1
Saccharomyces cerevisiae 7 |O il 8 | 0 | 0 | O | O | O 0 1 13| 011F0 | 0 il 2 | 1 |62 30
Saccharomyces cerevisiae 2 | 0 [RLDE 1 0 ojojo|oO 9 1 29 | O 0 ([ 99 99 99 8 25
Sporobolomyces salmonicolor | O [RLDE 1 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 00 8 0 | 70 gl
Trichosporon asahii [N 100 @GN 100 100 100 QRN 00 e 1 9 00 100 100 100 98 JCLMEFUREIE 9
Trichosporon inkin 0 00 00 vl 98 0 (4] 98 0 WV 57 00 9 00 00 9 89 0 9
Trichosporon mucoides 0 G0N 40 RN 74 BUDE 53 | 65 IR 8 00 94 00 100 00 00 8 8 99 9
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ANEXO lI-A. O quadro abaixo exibe o Padrido de assimilagdo dos agucares presentes no kit APl 20C pelas

leveduras nao albicans.

Cepas O Glu Gly 2Kg Ara Xyl Ado Xlt Gal Ino
266 - + - + - + - - - -
267 - + - + - + + + + -
2-6"8 - + - + - + + + + -
3076 - + - + - + + - + -
3077 - + - + - + + - + -
30”8 - + - + - + + - + -
346 - + - + + + + - + -
3477 - + + + - + + - + .
34”8 - + - + - + + - + -
34"9 - + - + - + + - + -
34A1 0 - + - + - + + - + -
34B2 - + - + - + + - + -
34M2 - + - + - + + - + -
45M0 - + + - + + + - + -
45M2 - + + - + + + - + -
45M4 - + + - + + + - + -
45M5 - + + - + + + - + -
46M - + - - - + + - + -
50M6 - + + + - + + - + -
53M6 - + - + - + + - + -
53M7 - + - + - + + - + -
53M8 - + - + - + + - + -
56M1 - + + + + + + - + -
56M3 - + + - - - - - - -
56M4 - + + - - - - - - -
56M5 - + + - - - - - - -
56M6 - + + - - - - - - -
56M7 - + - + - + + - + -
56M8 - + - + - - - - + -
56M9 - + + - - - - - - -
56M10 - + + - - - - - - -
56M11 - + + - - - - - - -

(+): para assimilagao positiva / (-): para assimilagdo negativa Relagao de agucares testados: (0) nenhum/ (Glu) D-glucose/ (Gly) Glicerol/
(2Kg) calcio 2- ceto- Gluconato/ (Ara) L- arabinose/ (Xyl) D- xilitose/ (Ado) Adonitol/ (XIt) Xilitol/ (Gal) D- galactose/ (Ino) Inositol
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ANEXO Il - B. O quadro abaixo exibe o padrao de assimilagdo dos agucares presentes no kit API 20C pelas
leveduras nao albicans.

Cepas Sor Mdg Nag Cel Lac Mal Sac Tre Miz Raf
26”6 + + + - - + + + - -
267 + + + - - + + + - -
26”8 + + + - - + + + - -
30%6 + + + + - + + + + -
30%7 + + + + + + + + + +
308 + + + + - + + + + -
34%6 - + + + + + + + + +
347 + + + + + + + + + -
34°8 + + + + + + + + + -
34%9 + + + + - + + + + -
34A1 0 + + + + - + + + + -
34B2 + + + + - + + + + -
34M2 + + + + - + + + + -
45M0 - + + - - + + + + -
45M2 + - + - - + + + + -
45M4 + + + - - + + - + -
45M5 + + + - - + + - + -
46M + + + + - + + + + -
50M6 + + + - - + + + + -
53M6 + + + + - + + + + -
53M7 + + + + - + + + + -
53M8 + + + + - + + + + -
56M1 + + + + + + + + + +
56M3 - - - - - - - - - -
56M4 - - - - - - - - - -
56M5 - - - - - - - - - -
56M6 - - - - - - - - - -
56M7 + + + + + + + + + +
56M8 + + + + - + + + + +
56M9 - - - - - - - - - -
56M10 - - - - - - - - - -
56M11 - - - - - - - - - -

(+): para assimilagéo positiva / (-): para assimilagdo negativa. Relagao de agUcares testados : (Sor) D- Sorbitol/ (Mdg) Metil-aD-
Glucopiranosido/ (Nag) N- Acetil- Glucosamina/ (Cel) D-celobiose/ (Lac) L- lactose/ (Mal) D- Maltose/ (Sac) D- Sacarose/ (Tre) D- Trealose/
(Miz) D-Melezitose/ (Raf) Rafinose
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ANEXO Ill. Composicao dos meios de cultura utilizados nos testes

Meios de cultura

Meio Completo para levedura

Peptona 109
Extrato de levedura 10¢
Fosfato dibasico de potassio 0,5¢g
Glicose 20g
Agar bacteiolégico 20g
Agua destilada g.s.p 1000 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

Yest Peptone Dextrose(YPD)

Extrato de levedura 10¢
Peptona 10¢g
Glicose 204g
Agua destilada g.s.p 1000 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

Yest Peptone Dextrose com glicerol a 15%(YPD- glicerol)
Yest Peptone Dextrose 700 mL
Glicerol 300 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C
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Agar- Fuba Tween 80

Fuba 6,259
Agar bacteriolégico 1949
Agua destilada 150 mL
Tween 80 1,5mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

Meio para Teste de Assimilacao de Carboidratos

Sulfato de amdnia 5¢
Sulfato de magnésio 0,3g
Fosfato de potassio 19
Agar bacteriolégico 16,59
Agua destilada 1000 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

Meio para Fermentacao

Extrato de levedura 59
Peptona 5¢
Agua destilada 1000 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

CHROMagar Candida

CHROMagar Candida (CHROMagar) 240g¢g
Agua destilada esterelizada por 15 minutos 1000 mL

a121°C
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RPMI-1640 (meio para teste de susceptibilidade aos antifungicos)

L-glutamina 46,59
glicose 2049
Agua destilada 1000 mL
Acido morfolinopropanosulfénico 0,165 M

Auséncia de bicarbonato de sdédio

Esterilizado por filtragdo em filtro bioldgico

Sabouraud Dextrose Hiperténico

Peptona 19
Glicose 49
Cloreto de Sédio 6,5% 6,59
Agua destilada 1000 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

Agar Sabouraud Dextrose

Peptona 10¢
Glucose 40 g
Agar bacterioldgico 15¢
Agua destilada 1000 mL
Autoclavar por 15 minutos a 121°C
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ANEXO IV - Comité de Etica em pesquisa aprovado pela Faculdade de Odontoloia de Piracicaba —

UNICAMP (# 008/2003).
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