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RESUMO

A cérie precoce na infincia, especificamente aquela associada ao consumo de
carboidratos fermentiveis em mamadeira, popularmente conhecida como sindrome da céne
de mamadeira, representa um dos mais prevalentes problemnas relacionados & saide bucal
de criancas durante a primeira infincia e tem demonstrado ser um fator local que favorece a
proliferagio de Candida spp. na saliva e biofilme dental. O presente estudo teve por
objetivo determunar a prevaléneia de Candida pp., a espécie predominante e o padrdo da
colonizagio na cavidade bucal de um grupo de criangas com cdrie precoce na infincia e um
grupo de criangas livres de cérie, relacionando aos aspectos clinicos (indice ceos e presenga
de lesbes de carie nos incisivos e/ou molares), além de investigar o efeito do tratamento
dental sobre a prevaléncia desses microrganismos. Foram avaliadas inicialmente 64
criangas na faixa etaria de 2 a 3 anos, incluindo 32 criangas livres de cérie (grupo GH ou
Grupo controle} e 32 criangas com precoce na infancia (grupo GC), que nfio haviam
recebido tratamento dental ou orientacBes sobre higiene bucal anterior ao inicio do esmdo.
Participaram da avaliagdo pos-tratamento dental, 31 criancas da amostra micial, das quais
16 do grupo GC, que terminaram efetivamente o tratamento dental ¢ 15 do grupo GH. Nos
dias determinados para cada tempo experimental, pré e pés-tratamento dental, foram
coletadas amostras intrabucais (mucosa jugal, dorso da lingua, palato duro, biofilme dental
e saliva) de todas as criancas para determinacdio da contagem de UFC/ml e identificacdo
das espécies de Candida., através dos testes de producio do tubo germinativo, producio de

clamidésporos, termotolerincia, crescimento em meio presuntivo CHROMagar® Candida,



fermentacdo e assimilagdio de carboidratos. Houve prevaléncia de Candida spp. em 71,.87%
das criangas com cdrie precoce na infancia, comparada a 6,25% das criangas livres de carie,
sendo que a contagem de UFC/ml foi significativamente maior (p < 0,05) em criangas
grupo GC que apresentaram indice ceos elevado e presenca de lesdes de cdrie nos incisivos
e molares. A espécie predommante em ambos os grupos foi C. albicans, seguida por C.
tropicalis, com maior prevaléncia no biofiime dental de criancas do grupo GC e no dorso
da lingua de criangas do grupo GH. O tratamento dental restaurador diminui a contagem de
UFC/ml de Candida spp. na cavidade bucal de criangas com cérie precoce na infancia,

porém no elimina completamente esses MICrorganismos.



ABSTRACT

The early childhood cares, mainly associated with the consumption of
sweetened fluids with fermentable carbohydrates, usually from a bottle, is one of the most
significant oral health problems in children and it has been suggested to be a local factor to
increase the saliva and demtal biofilm incidence of Candida spp. The present investigation
amed to determine the prevalence of Candida spp., the predominant specie and the
colonization standard in the mouth of a group of children with early childhood @ries and a
group of fiee-caries children in comnection with clinical factors (decay index — dmfs and
presence of caries lesions), furthermore to investigate the effect of the dental treatment on
oral Candida levels. A total of 64 children, who were 2 to 3 years old, participated of the
mitial sample collection. The children were distributed into two groups, the group GC
included 32 children with early childhood caries and the group GH (or control group)
inchuded 32 cares-free children. Thirty-one children, remain from initial sample, 16
children from the group GC and 15 children from the group GH, participated of the second
sample collection {post-treatment dental). The children had never received any previous
dental treatment or received oral hygiene instructions. Oral sample was collected from
saliva, tongue surface, checks, hard palate and dental biofitm at baseline (before dental
treatment) and after dental treatment. Afler the characteristic growth, counting cells
(CFU/ml) a subsequent identification of the species by germ tube test, microscopic

morphology, growth on CHROMagar® Candida and carbohydrate assimilation and

fermentation tests, were performed. The resuits showed Candida spp. was more frequently



isolated in children with nusing caries (71.87%) than those caries-free children (6.25%).
Candida spp. was significantly more abundant when the index dmfs were greater and the
caries lesions were present in the upper incisors and molars. The specie C. albicans was the
most frequently detected oral yeast species, with C. rropicalis the next frequency, with
prevalence on dental biofilm of children with nursing caries and on tongue of free-caries
children. Children with early childhood caries and with oral C albicans maintained
carriage even after dental treatment, however the dental treatment reduces counting cells

(UFC/ml) of oral Candida spp.
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1. INTRODUCAO

Ha um mteresse crescente na ecologia bucal de microrganismos oportunistas,
como as espécies de leveduras do género Candida, ja que o crescimento em biofilmes,
como o biofilme dental, tende a tormar esses microrganismos menos susceptivels a acglo de
agentes antimicrobianos, com implicagdes nas doencas causadas por esses Organismos,
assim como a criagdo de reservatérios de infecgdo, re-infeccdo e possivel causa de falhas
nos tratamentos devido Aresisténeta antimicrobiana (SZIEGOLEIT er al., 1999).

As espécies do género Candida podem ser constituintes do biofilme aderente a
diversas superficies da cavidade bucal, como a mucosa jugal, a mucosa do palato, a
superficie da lingua (CANNON & CHAFFIN, 1999) e a superficie dental (HODSON &
CRAIG, 1972; ARENDORF & WALKER, 1980).

A cérie dental tem demonstrado ser um fator local que favorece a proliferacio
de Candida spp. na cavidade bucal (PIENTHAKKINEN, 1988; RUSSEL er al., 1987;
DARWAZEH & AI-BASHIR, 1995), além da hipdtese de lesdes de carie poderem atuar
cOmO um reservatorio para esses microrganismos, em adicdo a outras regides do trato-
gastrointestinal, contribuindo para episodios recomrentes de candidose em individuos
imunocomprometidos (HODSON & CRAIG, 1972; JACOB er al., 1998).

Porém, até a presente data, nfo tem sido estabelecido se a correlagdo da
proliferaciio de Candida em individuos carie-ativos € indireta, devido ao crescimento de

Candida albicans ser favorecido pelas condigBes intrabucais associadas 4 formaco da céne

11



ou se esse microrganismo desempenha algum papel na etiologia da carie dental (MOALIC
et al., 2001).

Ha poucos relatos sobre a colonizagdo da cavidade bucal de criangas por
Candida spp., em relagio a presenga de caries. Criangas durante a primeira infincia
apresentamn maior predisposicio 4 colonizacio da cavidade bucal por microrganismos
oportunistas, devido ao sistema imune imaturo, & microbiota bucal normal nfio totalmente
estabelecida e ao maior niimero de infecces sistémicas a que estio sujeitas, o que ressalta a
importdncia da intensificacdio dos esmdos relacionados a proliferacio de Candida spp. na
cavidade bucal de criancas carie-ativas, JA que a progressdo do microrganismo, de um
inofensivo comensal para um patdgeno virulento pode ser induzida por wn ntmero variado
de fatores do hospedeiro de ordem sistémica e local, capazes de alterar o meio,
prejudicando a condicio de comensalismo e favorecendo o desenvolvimento da doenga a
partir de infecgfo dita enddgena (van BURIK & MAGEE, 2001).

Alguns trabalhos relatam a dmminuicio da prevaléncia de Candida na cavidade
bucal de criangas, apés o tratamento restawrador, em 90% (SZIEGOLEIT et af., 1999), e
em 20% (STARR er al., 2002). Porém, sio poucos os estudos correlatos na literatura
cientifica (MOALIC er al, 2001). Considerando a maior prevaléncia de Candida em
presenca de carie ¢ sendo a ocomréncia desta na denticio decidua um dos mais prevalentes
problemas relacionados & salde de criangas na primeira infancia (SCHEMMEL et al.,
1982), foi avaliado, no presente estudo, a prevaléncia de Candida spp. em criangas com
carie precoce na Infincia associada ao uso de mamadeira e o efeito do tratamento
odontologico restaurador sobre a colonizagio desses microrganismos nos diversos sitios

intrabucais (mucosa jugal, mucosa do palato, superficie da lingua), biofilme dental e saliva.

12



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Género Candida

2.1.1 Histérico

A colonizagio da cavidade bucal por espécies do género Candida tern um
antigo registro historico. Hipdcrates, ja em 377 a.C.. descreveu lesOes orais que, de acordo
com suas caracteristicas clinicas, foram provavelmente causadas por Candida (ODDS,
1988).

Um dos primeiros fingos a serem estudados ¢ reconhecidos como patdégenos
em infecgBes no homem, foi a levedura hoje conhecida como Candida albicans. Em 1839,
LANGENBECK, conforme citado por LODDER (1971) demonstrou que a doenga
conhecida na lingua inglesa como fhrush (candidose pseudomembranosa aguda) era
causada por este fingo e em 1842 wma descrigdo detathada deste microrganismo foi
publicada por GRUBY (LODDER, 1971).

No entanto, o progresso da micologia médica foi lento e esparso por quase um
século, resultando em considerivel multiplicidade de nomes para doencas flngicas e seus
respectivos agentes efioldgicos. A primeira tentativa de classificar os fimgos e leveduras da
cavidade bucal foi realizada por KNIGHTON (1939). Estudando amostras de fingos
isoladas da mucosa bucal de 148 individuos, este autor admitic que grande proporgio
pertencia a0 género Candida. Em 1950, LILIENTHAL obteve conclusdo semelhante em

estudo realizado com amostras de fungos isolados da saliva.
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O género Candida foi consagrado como romen conservandum no IX Congresso
Internacional de Botinica, realizado em Montreal — Canadd, em 1959, substituindo antigas

denominagdes utilizadas na micologia médica, como Oidium e Monilia (LACAZ, 1980).

2.1.2 Taxonomia

O género Candide pertence ac Reino Fungi, divisio Eumicetos (fungos
verdadeiros) e & biologicamente diversa classe Deuteromicetos ou Fungos Imperfeitos
(LACAZ, 1980). Este género compreende mais de 150 espécies, que forrnam um grupo
heterogéneo, amplamente distribuido na natureza, S3o organismos eucariotos, dipléides
simples, que ndo apresentam ciclo sexual. As espécies de importincia médica t&m vida
saprofitica ou parasitiria no organismo do homem (LACAZ, 1980). Entre essas, Candida
albicans & a espécie de maior ocorréncia em diversos sitios do corpo humano, mas outras
espécies ttm emergido como importantes patdgenos em infecedes humanas nas dltimas
décadas, incluindo Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida stellatoidea, Candida
guilliermondii, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida kefsr e Candida
dubliniensis (STENDERUP, 1990; KAUFFMAN ef al., 2000). Entre estas, C. dubliniensis
& uma espécie nova, origmaimente descrita de candidoses orais severas em individuos
infectados com o virus da moumodeficiéncia humana (HIV), em Dublin, Idanda
(SULLIVAN et al., 1995).

Espécies do género Candida apresentam crescimento em temperaturas que
variam de 20°C a 38°C, sendo ideal entre 25°C a 28°C, e em pH de 2,5 a 7.5 (ODDS,

1988), embora um baixo pH, mesmo abaixe de pH2. favoreca sua proliferagdo
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(ARENDORF & WALKER 1980; ODDS & ABBOT, 1980; PARVINEN & LARMAS,
1981). As espécies de Candida sdo descritas como céhulas globosas ou ovoides, cilindricas
ou alongadas, algumas vezes iregularmente formadas, em média com 3 x 5 um de
tamanho. Esses microrganismos geralmente apresentam reproduciio por gemulagio
multipolar, apresentando ainda pseudomicélio diferenciado em pseudo-hifas ¢ blastosporos
(LACAZ, 1980). A producdo de pseudomicélio € encontrada na maior parte das espécies e
variedades. Algumas espécies apresentam micélio verdadeiro, com a possibilidade de
formago de clarmiddsporos. Nio sfo encontrados artrosporos, ascosporos, teliosporos e
balistosporos (LACAZ, 1980).

Muitas espécies apresentam habilidade fermentativa e oxidativa, enquanto
outras s3o estritamente oxidativas. Podem ser formados polissacarideos extracelulares.
Todos os carboidratos fermentados sdo assimilados, porém nem todas as espécies com
habilidade assimilativa sdo também fermentativas. As especies do género Candida sio
caracterizadas prncipalmente através da morfologia colonial, assimilagio de carbono e
capacidade de fermentagio (LACAZ, 1980). As caracteristicas fenotipicas diferenciais das
principais espécies de Candida de importincia médica estio relacionadas no ANEXO 1.

C. albicans, sob a forma de levedura, apresentase como células globosas,
ovaladas ou alongadas, medindo aproximadamente 3.5 a 6 pm de largura por 6 a 10 wm de
comprimento (LODDER, 1971). Os blastosporos estio geralmente reunidos em forma de
cachos, junto aos elementos miceliais (LACAZ, 1980). Aproximadamente 95% dos
isolados de C. albicans produzem tubo germminativo (PERRY & MILLER, 1988), uma

propriedade também apresentada por C. stellatoidea (HALEY, 1971) e C. dubliniensis
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(SULLIVAN & COLEMAN, 1998). Raros isolados de C. sropicalis também s3o capazes de
formar tubo germunativo atipico (MARTIN, 1979). Em microcultivo, C. albicans forma
pseudo-hifas, podendo apresentar hifas verdadeiras em cuitivos mais velhos. As pseudo-
hifas se caracterizam por serem abundantes e ramificadas. A hifa verdadeira possui varios
septos, ao contrario da pseudo-hifa que os mostra em nimero escasso. A espécie C.
albicans forma clamiddsporos terminais globosos, de parede celular espessa. & vezes em
grande niimero (LACAZ, 1980). A produgio dessa estrutura € principalmente associada a
C. albicans, mas novamente, essa propriedade é encontrada em C. stellatoidea, C.
dubliniensis ¢ (SULLIVAN & COLEMAN, 1998) e raros isolados de C. #ropicalis
(HASENCLEVER, 1971). HASENCLEVER & MITCHELL (1961), conforme citado por
Lacaz (1980), foram os primeiros a demonstrar dois sorotipos, A ¢ B, entre 1solados de C.
albicans. Diferencas de sorotipos sfo baseadas em diferencas em mananas na parede
celular de C. albicans (KOBAYASHI er al., 1992).

C. dubliniensis tem sido designada como uma nova espécie de tvedura, desde
que compreende um cluster genéfico homogéneo, filogeneticamente distinto de outras
espécies de Candida (SULLIVAN er al, 1995). Fenotipicamente esta espécie é muito
similar a C. albicans na produgdo de tubo germinativo e clamidésporos. C. dubliniensis
desenvolve numerosos clamiddsporos, que tendem a ocorrer em pares ou em trios, aderidos
lateralmente & pesudo-hifas (SULLIVAN & COLEMAN, 1998). Diferenternente de C.

albicans, C. dubliniensis ndo cresce ou apresenta escasso crescimento a 42°C e crescimento

nulo 2 45°C (PINJON et al., 1998).
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C. stellatoidea apresentam células ovais, & vezes alongadas, medindo entre 2,5-
6 um x 5-12 uym. A formacio de pseudomicélio € bem desenvolvida e os blastosporos
podemn ser observados em cadeias mais ou menos verticiladas. Diferencia-se
morfologicamente de C. albicans apenas pela escassa produgdo de clamidosporos que,
quando presentes, encontrantse dispostos em cadeias de 2 a 3 células (LACAZ, 1980).
Devido a aita homologia de DNA entre C. albicans e C. stellaioidea, esta 1iltima tem sido
re-classificada como uma variante sacarose-negativa de C. albicans (McCULLOUGH et
al., 1999).

C. tropicalis apreserta celulas esféricas, ovais ou alongadas, medindo 2,5 um de
largura por 3 a 4 pm de comprimento. Em micro-cultivo, forma pseudo-hifas abundantes e
ramificadas, com verticilos de blastosporos dispostos em cadeta simples, ramificadas ou
irreguiares. Podem apresentar hifas verdadeiras em cultivo (LACAZ, 1980).

C. parapsilosis apresentam células ovoides, curtas ou alongadas, medindo entre
2,5 a 4 um de largura por 2,5 2 9 pm de comprimento. A formagio de pseudomicélio é
abundante ¢ distintiva desta espécie, devido a formacio de células gigantes que se
diferenciam facilmente quando comparado ac pseudomicélio constituido de  células
menores, geralmente bastante ramificado, verificando-se em suas constricdes poucos
blastosporos dispostos em verticilos (LODDER, 1971).

C. guilliermondii apresentam células curtas, ovoides ou cilindricas, medindo
cerca de 2 a 4,5 um de largura por 2,5 a 7 pum de comprimento. Os blastosporos

apresentam-se em posi¢do mais ou menos verticilada, nas constricdes do pseudomicélio. A
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formagdo do psendomicélio ¢ variavel, sendo geralmente muito fino e ramificado (LACAZ,
1980).

C. krusei apresenta celulas ovéides e predominantemente cilindricas, com
tamanho varidvel, medindo aproximadamente 3 a 5 pm de largura por 6 a 20 um de
comprimento. Apresenta pseudomicélio constituido de células alongadas e delgadas, que se
ramificam (LACAZ, 1980).

C. glabrata apresenta células ovdides que medem 2,0-4,0 x 3,0-55 um de

tamanho e ndo apresenta formacio de pseudo-hifas (LACAZ, 1980).

2.1.3 Meétodos de cultura e identificacio das espécies

Existe uma variedade de métodos utilizados na amostragem dos diversos sitios
do corpo humano para a detecco da presenga de Candida. Tecnicas empregadas para o
isolamento de Candida da cavidade bucal incluem o uso de esfregagos. de uma mecha de
algoddio (swab), (KLEINEGGER er al., 1996), impressio em cultura {ARENDORF &
WALKER, 1980), coleta da saliva total (BRAMBILIA er al., 1992), enxaguatorio bucal
concentrado (SAMARANAYAKE et al, 1986b) ¢ bidpsia da mucosa. Cada método
apresenta vantagens e desvantagens, sendo a escolha da técnica de amostragem baseada
principalmente na natureza da lesdio a ser investigada (WILLIAMS & LEWIS, 2000).
Devido & grande vanacio nas contagens de Candida na saliva durante o dia, o
reconhecimento de um portador ¢ mais efetivamente caracterizado em amostras colhidas

pela manhd (WILLIAMSON, 1972).
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Em meio de cultra Sabouraud Dextrose Agar (SDA), o mais fregiiente meio
utitizado para isolarnento de Candida (ODDS, 1991), as colonias da maioria das especies,
inchindo C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. stellatoidea, C. dubliniensis e C.
guilliermondii  apresentam coloragio branca ou branco-amarelada, forma convexa.
aparéncia lisa e brithante, tmidas e cremosas, didmetro em média de 4 a 8 mm, com odor
caracteristico (WILLIAMS & LEWIS, 2000). As colonias de C. dubliniensis podem sofrer
mudanca fenotipica e pequenas colOnias podem ser observadas, principalmente apos
estoque prolongado (SULLIVAN & COLEMAN, 1998). Colomas de C. stellatoidea
apresentam forma aproximada de estrela, e raras cepas de C. guilliermondii apresentam
colénias opacas e tugosas. C. krusei apresenta colnias amareladas, com aspecto semi-
opaco ¢ superficie lisa ou rugosa. A pigmentacio das culturas devido a producio de
pigmentos carotendides ndo € verificada (LACAZ, 1980). A diferenciagio entre as espécies
neste meio de cultura raramente € possivel, sendo recomendade que segja  utilizado,
juntamente com este, um segundo meio diferencial (WILLIAMS & LEWIS, 2000).
Exemplos destes mcluem o agar Pagano-Levin (PAGANO er al, 1958) ou agars
cromogénicos  comercialmente  disponiveis, como o CHROMagar®  Candida
(CHROMagar®, Paris, France) (PFALLER ez af., 1996).

A diferenciagio das espécies de leveduras pelo meio CHROMagar® Candida
ocomre com base no contraste da cor das colonias, produzidas por reacdes de enzimas
espécie-especifica com um subsirato cromogénico (WILLIAMS & LEWIS, 2000). Este
meio diferencial tem sido avaliado em varos estudos quanto a sua utilidade na

identificacio de leveduras, sendo eficaz na identificacio presuntiva de C. albicans, C.
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tropicalis ¢ C. krusei, apresentando alto nivel de sensibilidade e especificidade (ODDS &
BERNAERTS, 1994; BEIGHTON et al., 1995; BAUMGARTNER ez al., 1996; BERNAL
et al., 1996; PFALLER er al., 1996; KOEHLER et al., 1999). Os valores para sensibilidade
e especificidade obtidos para C. albicans estdo entre >97-100% e 100%, respectivamente
(BERNAL et al., 1996; AINSCOUGH & KIBBLER, 1998).

Em meio ligiido C. Arusei forma uma pelicula opaca e aderente ao tubo de
ensaio, C. tropicalis forma um anel com bolhas de gas e sedimento ¢ C. afbicans nio forma
pelicula ou anel, mas apenas sedimento (LODDER, 1971).

A produciio de tubo germinativo é o método laboratorial padrio para identificar
C. albicans (WILLIAMS & LEWIS, 2000). O teste envolve a indugiio de crescimento de
hifas (tubos germinativos) de leveduras cultivadas em soro por 2-4 horas a 37°C. Na
literatura, sdo relatados valores da ordem de 79,3% (YUCESOY et al, 2000) e 84,6%
(AINSCOUGH et al.. 1998) para sensibilidade e 69,2% (YUCESOY et al., 2000) e 100%
(AINSCOUGH et al., 1998) para especificidade desse teste.

O perfil de assimilagdo de carboidratos por Candida spp. pode ser obtido por
observacdo da zona de crescimento ao redor de discos impregnados com varios aglicares
(galactose, glicose, sacarose, maltose, lactose, xylose, trealose entre outros) sobre meio
basal. For outro lado, os testes de fermentacdo sdio geralmente realizados em meio ligiiido e
sdo baseados na demonstracao da producdo de acido on gas (WILLIAMS & LEWIS, 2000).
A avaliagio dos critérios fisioldgicos para identificacio de espécies de Candida pode ser
realizada em laboratério atraves dos meétodos convencionais ou afravés de sistemas de

identificacio disponiveis comerciaimente, que sdo baseados no crescimento em presenga de
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carboidratos especificos, seguindo 0 mesmo principio do teste de assimilagdo e frmentagio
convencionais, na suscetibilidade a agentes antifingicos, ou no perfil de produchio de
enzimas. Além dos testes bioquimicos, existern sistemas de identificacio baseados na
suscetibilidade das cepas a produtos quimicos ou corantes e provas imunologicas baseadas
em antigenos citoplasmaticos ¢ da parede celular das leveduras do género Candida
(WILLIAMS & LEWIS, 2000).

Os métodos citados acima sdo baseados em caracteristicas fenotipicas de cada
espécie e podem estar sujeitos 4 variagio na expressdo dessas, induzindo identificacio
mcorreta. Métodos baseados na varabilidade genética sfo potencialmente mais estiveis
(MASLOW er al, 1993). Dois métodos tradicionais para identificagiio de Candida,
baseados na variagio genética sdo as andlises das diferencas eletroforéticas de caridtipos,
que tem apresentado sucesso na diferenciagio de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. glabrata e C. krusei (MONOD er al., 1990; WICKES er al., 1992) e estudos baseados no
polimorfismo do comprimento do fragmento de restricio (RFLPs — Restriction Fragment
Length Polymorphisms), que demonstram que seqiiéncias TDNA diferem entre as espécies
de Candida (NIESTERS ef al, 1993} e tem sido atil na diferenciaciio de C. albicans e C.
dubliniensis (SULLIVAN et al, 1995). A reagio em cadeia de polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction) oferece um sensivel e rapido método para identificaciio de
especies de Candida (SAIKI ef al., 1992) e a amplificacdo por PCR do rDNA 188 & capaz
de distinguir as espécies C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei (MAGEE et al,
1987) e C. dubliniensis (SULLIVAN et al., 1995).

Os métodos disponiveis para identificacio de espécies de Candida so

numerosos ¢ a escolha de um método é determinada principalmente pelo nivel de
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identificacdo requerida, aspectos climicos, numero total de amostras examinadas

rotineiramente e recursos disponiveis no laboratorio (WILLIAMS & LEWIS, 2000).

2.1.4 Epidemiologia

As espécies do género Candida constituem os fingos mais prevalentes na
microbiota do corpo humano de individuos sauddveis ou imunocomprometidos. Essas
espeécies podem habitar diferentes sitios do corpo humano (ODDS, 1987), como a cavidade
bucal, orofaringe, frato gastro-intestinal, dobras da pele, viritha e &nus de mdividuos
saudaveis e canal vagnal e vulva de mulheres sauddveis (SOLL, 2002). Em analise da
literatura sobre colonizagio por Candida spp., realizada por ODDS (1988), em seu livro
Candida and Candidosis, a colonizacio da cavidade bucal foi estimada em 26% em
individuos saudaveis ¢ em 4% em individuos doentes. A colonizagio da regifo ano-retal
foi 26% e 34% em individuos saudaveis e doentes, respectivamente. A proporgdo de
mulheres colonizadas por Candida spp. no canal vaginal foi estimada em 10% e 23%, em
mulheres saudaveis e doentes, respectivamente. Em todos os sitios investigados do corpo
humano, C. albicans representou a espécie predominante (~70%) seguida por Candida
glabrata e Candida tropicalis (~7% cada)} (ODDS, 1988).

O principal reservatério de Candida spp. no compo humano € o trato gastro-
intestinal, sistema que apresenta colonizagho por esses microrgamismos em até 70% da
populagio sauddvel € que € a principal fonte de infecedes endogenmas em pacientes
imunocomprometidos (PITTET er al, 1994). Registros da prevaléncia de leveduras na

cavidade bucal humana de individuos saudiveis variam amplamente de 2% a 71%, com
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media de 34% (ODDS, 1988), dependendo da populagio amostrada e da sensibilidade da
técnica de amostragem empregada (ARENDORF & WALKER 1980, ODDS 1988). Em
pacientes hospitalizados a prevaléncia de leveduras orais € cerca de 55%. variando de 13%
a 76% (ODDS, 1988). As baixas contagens de C. albicans geralmente encontradas em
individuos sadios, levam a conclusio de que os portadores possuem numero inferior a 400
UFC/ml (STENDERUP, 1990).

C. albicans é a espécie predominante na microbiota bucal, constituindo 60 a
70% do total de leveduras isoladas (STENDERUP, 1990), enquanto as espécies C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C. glabrata e C. guilliermondii, representam,
cada uma, menos do que 10% (ODDS, 1988).

A presenca de Candida spp. tem sido estimada em 5,7% (RUSSELL & LAY,
1973) em recémrnascidos, 49% na faixa etdria de 3 a 3,5 anos ¢ 65% na faixa etaria de 6 a
12 anos (BERDICEVSKY er al, 1984). KLEINEGGER e al (1996) demonstraram
variagdo na freqiiéncia, densidade, diversidade das espécies e cepas de Candide ma
colonizagcdo da cavidade bucal de 172 voluntarios, divididos em grupos conforme a faixa
etaria. Para individuos na faixa etiria de 0,5 a 1.5 anos, a fregliéneia da colonizagio por
Candida spp. foi da ordem de 44%, sendo que 47% apresentaram densidade de colonizagio
entre 15 a 100 UFC e somente 6% apresentaram densidade de colonizagdo > do que 500
UFC. No outro extrerno de idade, em individuos com 60 anos ou mais, a freqiéncia de
colonizacio foi 59% e entre esses, 14% apresentaram alta densidade de colonizagdo (> 500
UFC), sendo essa diferenca significativa entre os extremos de idade. Candida albicans foi a
espécie de maior prevaléncia em todas as faixas etarias. Dendogramas gerados de estudos

com DNA fingerprinting nio revelaram que linhagens da espécie Candida albicans tenha
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especificidade por alguma idade. Candida parapsilosis esteve presente como comensal em
38% das criancas entre 0,5 — 1,5 anos de idade, declinando para 13% emn criangas com
idade entre 5-7 anos e para 5% em individuos com 30 anos de idade e mais velhos. Candida
guilliermondii foi encontrada apenas na faxa etdria de criangas de 0,5 a 1,5 anos (6%) e S a
7 anos (13%), C. krusei apresentou freqgiiéncia similar nestas faixas etdrias e ocomeu em 6%
dos individuos com 60 anos de idade ou mais. C. dubliniensis foi diagnosticada somente na
faixa etdria de 5 a 7 anos (13%) (KLEINEGGER et al., 1996).

Um hospedeiro pode estar colonizado com multiplas espécies ou multiplos
gendtipos da mesma especie, no mesmo sitio anatdmico ou em sitios diferentes, indicando
um processo dindmico de colonizacdo por leveduras. Embora um dnico gendtipo
geralmente predomine em um dos sitios do mesmo individuo (LOCKHART er al., 1996;

STEVENS ez al., 1990).

2.1.5 Fatores de viruléncia

O termo viruléncia descreve a capacidade de um parasita causar doenca no
hospedeiro, ¢ expressa o grau de patogenicidade. Vale lembrar que patogénese envolve
interagdo (e algumas vezes modificacio) de fatores, tanto do hospedeiro quanto dos
organismos infectantes, criando uma mter-relagio complexa entre ambos. Isto €
particularmente verdadeiro na patogénese fiingica. Ndo ha um Umico fator que canse ou
permita a estes microrganismos passarem de comensais a agentes de doencas superficiais
ou invasivas em infecedes humanas. Quando esses fatores geram danos ao sistema de

defesa do hospedeiro, este passa, conseqiientemente, a ser vitima de sua propria microbiota
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colomizante ou mesmo de microrganismos cuja patogenicidade até entdo era tida como
baixa ou desconhecida (CUTLER, 1991).

Até certo ponto, uma combinagio de mecanismos de viruléncia, parecem ser
responsaveis para o desenvolvimento de candidoses, j4 que em estigios distintos da doenga,
diferentes fatores de viruléncia sdo expressos (CUTLER, 1991).

A capacidade de crescer em temperaturas fisiologicas, a 37°C, ou em casos de
febre, a 38°C - 42°C, ¢ um requisito importante para infecgdes sistémicas. Acredita-se que
a forma de hifa ¢ invasiva e patogénica, enquanto a leveduriforme é comensal ¢ ndo
patogénica. No entanto, evidéncias sobre esse assunto sdo equivocas (van BURIK &
MAGEE, 2001). Tigmotropismo, ou senso de contato, € uma caracteristica que pode
axiliar as hifas a penetrarem nos tecidos (SHERWOQD er al, 1992). C. albicans
apresenta rapida mudanca da morfologia colonial, quando sob estresse nutricional, que €
acompanhada por mudan¢as na morfologia celular e, em alguns casos, de translocagio
cromossomica (SOLL, 1992), que pode afetar a expressio de muitos fatores de viruléneia e
representar Um mecanismo genético que permita a essa espécie adaptar-se & mudangas
ambientais (CANNON, 1995).

Candida albicans e outras espécies de Candida secretam hidrolases, incluindo
proteinases, fosfolipases, lipases, hexosaminidase ¢ fosfomonoesterase (WHITE er al,
1993; WU & SAMARANAYAKE. 1999; GHANNOUM, 2000) ¢ produz metabolitos
acidos, incluindo d4cidos carboxilicos de cadeia curta, e substincias toxicas, como

nitrosaminas carcinogénicas (KROGH er al, 1987). Atividade enzimatica e metabolica



causam prejuizo & células do hospedeiro e subsegiientemente podem interromper as
fungdes celulares.

A aderfncia de espécies do género Candida & superficies do hospedeiro €
requerida para a colonizacdo inicial e contrbul para a sua persisténcia dentro do
hospedeiro. Sem aderéncia, a taxa de crescimento de C. afbicans (cerca de 1,5 H por
geracio em meio de crescimento rico) € insuficiente para manter a colonizacdo na cavidade
bucal ou no trato-gastrointestinal. A aderéncia € um fator importante durante a progressdo
do estado de colonizacio para infecgdo (van BURIK & MAGEE, 2001).

C. albicans possui miltiplas adesinas ¢ talvez mais do que uma adesina
reconheca 0 mesmo receptor de superficie no hospedeiro. As adesinas idertificadas sdo, em
sua maioria, manoproteinas (CANNON & CHAFFIN, 1999), Células de Candida aderem a
diferentes células do hospederro, incluinde células do epiélio (FUKAYAMA &
CALDERONE, 1991), do endottlic (EDWARDS er al, 1992) e células fagociticas
(DIAMOND, 1993). Essas leveduras apresentam também capacidade para aderirem a
hidroxiapatita (CANNON et al., 1995) e a superficies acrilicas de objetos de uso interno na
cavidade bucal, como proteses ¢ aparelhos ortodonticos (BERDICEVSKY er al, 1980;
ADDY et d., 1982). A aderéncia a tais superficies difere entre as espécies de Candida
(BARRETT-BEE e al., 1985; NAIR & SAMARANAYAKE, 1996). Existe uma hierarquia
em relagio a capacidade de aderéncia entre as espécies de Candida, sendo que as espécies
C. albicans e C. ropicalis, mais presentes como patogenos em humanos, aderem a células
do hospedeiro in vitro em maior extensdo do que as espécies relativamente ndo patogénicas,

como C. krusei e C. guilliermondii. A co-agregacdo de Candida com bactérias bucais
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também parece ter um importante papel na colonizacio desta espécie e no desenvolvimento
da candidose (BAGG & SILVERWWOD, 1986).

2.2 Candidose bucal

Infecgbes por Candida sio denominadas “candidoses™ ou “candidiases”, termos
usados na literattra como sinénimos. A “International Society for Human and Animal
Mycology” (1980) tem sugerido o termo ‘"candidoses”, enquanto o “Council for
International Organizations of Medical Sciences™ (1982) recomenda o termo "candidiases”.

A mais freqliente classificagdo usada para descrever varios tipos de candidoses
bucais foi realizada por LEHNER (1967). As categorias na classificagio de Lehner incluem
candidose pseudomembranosa aguda, candidose atréfica aguda, candidose atrofica cronica
¢ candidose hiperplasica crénica. Esta dltima compreende candidoses orais crénicas,
sindrome da candidose enddcrina, candidose mucocutinea localizada cronica, e candidose
difusa cronica (LEHNER, 1964). Em pacientes com AIDS, varios tipos clinicos podem ser
observados (ODDS, 1997).

A candidose pseudomembranosa aguda ¢é  caracterizada por placas
esbranquicadas sobre a lingua ¢ superficies mucosas orais (HOLMSTRUP & AXELL,
1990). Apds a remogdo da placa, a base mucosa eritematosa € exposta. Esta infecgdo
apresenta prevaléncia de 5% a 20% na cavidade bucal & recém-nascidos e criangas nos
primeiros meses de vida, sendo a infecgdo mais freqiiente nesta populagio (LACAZ., 1980).

Em hospedefros imunocomprometidos, candidoses bucais ¢ nfio-bucais podem

se desenvolver como uma infeccio enddgena ou também podem ocomrer devido a

27



substituicBo das cepas comensais originais por novos invasores (SCHMID er al, 1992;
POWDERLY ez al., 1993).

Dentre os fatores mais comuns que predispdem a colonizago/infeccio de
espécies de Candida na cavidade bucal encontram-se: estados fisiologicos naturais, como a
idade do individuo, estando estes com maior predisposigdo 2 colonizagdo/infeccdo por
Candida durante a infincia e em idade avangada (LACAZ, 1980), mulheres no periodo
gestacional, infecgOes pelo HIV, doencas neoplisicas, infeccdes severas ou crfnicas
(POWDERLY er al., 1993); desordens endécrinas imunocomprometedoras, como diabetes
melitus ¢ hipotireoidismo  (DOROCKA-BOBKOWSKA er al, 1996, VITKQV et al.,
1999); fatores ambientais, incluindo alta ingestio de acglcares; uso de drogas
antibacterianas (SCULLY, er al 1994); estado nufricional alterado do hospedeiro,
incluindo deficiéncia de femo (FLETCHER er al, 1975); inferacdes com a microbiota
bacteriana (BAGG & SILVERWOOQOD, 1986); diferencas no tecido do hospedeiro e fluidos
corporeos, presenga de anticorpos especificos e componentes do soro (STENDERUP, 1990;
BUDTZ-JORGENSEN, 1990). Entre os fatores locais predisponentes sdo citados: reducfio
do fhxxo salivar (PARVINEM & LARMAS, 1981); baixo pH salivar (ARENDORF &
WALKER, 1980); respiracc bucal, fatores mechnicos e iatrogénicos.(JORGE, 1997);
tabagismo (ARENDORF & WAILKER, 1980); uso de aparethos ortodonticos fixos ou
removiveis (ADDY er al., 1982) e proteses totais ou parciais (BERDICEVSKY er al,
1980); multiplas lesBes de carie na cavidade bucal (JACOB er al., 1998; OLLILA er a/,
1997, PIENIHAKKINEN, 1988) e higiene bucal deficiente, sendo raro a ocorréncia de

doenca sem a presenga de um ou mais desses fatores (STENDERUP, 1990).
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Gendtipos  similares de C. albicans aparecem em individuos com e sem
candidoses e de candidose bucal de individuos com e sem infecgio pelo HIV (HELLSTEIN
et al., 1993), o que é consistente com a hipdtese de que candidoses nio sdo causadas por
uma tnica ou particular cepa virulenta de C. albicans, mas provavelmerte por um defeito
nos mecanismos de defesa do hospedeiro (WHELAN er al., 1990).

Individuos colonizados por Candida spp. possuem HMIMENOSCS mMECAnismos
interdependentes para prevenir o estabelecimento da infecgdo. Protecdo eficiente envolve
componentes dos mecanismos immnologicos humoral especifico e ndo-especifico e
mediados por célula (ROGERS & BALISH, 1980). Resposta imune mediada por células T
sdo Importantes na protecdo contra candidoses cutineas e infecgdes vaginais, mas a
resisténcia a doengas sistémicas & mais freqiientemente associada 2 resposta fincional
fagocitica envolvendo neutrdfilos € fagdeitos mononucleares. Dados recentes indicam que a
protegdo imune € sitio-especifica, o que ¢ confirmado em estudos sobre candidose, em
modelos animats, onde a proteciio confra invasdo sistémica demonstra ndo resultar em
protecdo contra vaginite (FIDEL ef al., 1999).

Os agentes antifungicos geralmente usados no tratarnento das candidoses bucais
sdo azoles: clofrimazole, miconazole, ketonazole, itraconazole, e fluconazole; polyenos:
nistatina ¢ anfotericina B; e o desinfetante gluconato de clorexidina (BUDTZ-
JORGENSEN & LOMBARDI, 1996). Os azoles inibem a enzima do citocromo P-450,
fanosterol 14 alfa demethylase, em organismos fiingicos e bloqueiam a sintese de esterdides
na membrana celular fimgica. Esta interferéncia leva ao aumento da permeabilidade da
membrana celular (WHITE, 1997). Os polienos atingem © ergosterol na membrana

plasmatica fiingica e formam poros, levando ao aumento da permeabilidade (WHITE,
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1997). A clorexidina pode imibir a aderéncia de espécies de Candida 4 mucosa oral e

superficies acrilicas (BUDTZ-JORGENSEN & LOMBARDI, 1996).

2.3 A cavidade bucal como um habitar para Candida spp.

Devido a capacidade de aderéncia de Candida spp. a diversas superficies
presentes na cavidade bucal, esses microrganismos podem ser isolados de varios sitios
bucais, com maior freqiiencia do dorso da lingua, mas também de outras mucosas orais,
superficies dentais, sulco gengival, tecido dental cariado, canal radicular e da saliva
(ARENDORF & WALKER 1980, BORROMEO et af., 1992, KLEINEGGER et al., 1996;
JACOB er al,, 1998).

Além de serem recuperadas da cavidade bucal saudavel, leveduras também tm
sido encontradas em cavidades bucais apresentando doencas dentais, assim como carie de
esmalte (HODSON & CRAIG, 1972; SZIEGOLEIT et al, 1999), céries de raiz (LYNCH
& BEIGHTON, 1994) e doenca periodontal (RAMS & SLOTS, 1991), mas o papel das
leveduras na etiologia destas doengas permanece desconhecido.

Candida spp. adere pobremente a superficie dental limpa. No entanto, quando
essa superficie ¢ banhada pela saliva, esta ¢ adsorvida a uma pelicula que contém proteinas
(amilase, laminina, albumina, imunoglobulinas, proteinas ricas em prolinas, entre outras),
glicosiltransferases € glucanos bacterianos, além de fatores séricos tais como fibronectina e
fragmentos C3 (LAMKIN & OPPENHEIM, 1993), que podem promover a aderéncia de C.
albicans aos dentes através de varios mecanismos (hidrofobicidade, ligagdo proteina-

proteina). Outros fatores salivares, como lisozimas (TOBGI er al., 1988), histatinas
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(JAINKITTIVONG er af., 1998), peroxidases (LENANDER-LUMIKARI, 1992) e
lactoferrinas (NIKAWA et al., 1993), mibem a colonizagdo por leveduras, sendo que a
reducio da secregdo salivar pode resultar en proliferagdo de leveduras devido a diminuicio
desses fatores. A saliva também contém nufrientes, como a glicose, que facilitam a
proliferacio de leveduras (KNIGHT & FLETCHER, 1971; SAMARANAYAKE ef al.,
1986a).

As superficies epiteliais tambeém apresentam proteinas salivares aderidas, como
a transglutaminase, uma enzima epitelial aderida a membrana que se higa covalentemente &
proteinas ricas em prolinas (PRPs) acidas. A distribuicio desigual de Candida albicans na
cavidade bucal presumivelmente reflete a distribuicio ¢ acessibilidade a receptores aos
quais esse microrganismo pode aderir (CANNON ez al., 1995).

As espécies de Candida geralmente apresentam crescimento Otimo sob
condigdes aerdbicas, mas também sdo capazes de crescer em elevada concentragio de COz
no ar (WEBSTER & ODDS, 1986). Relatos da capacidade de C. albicans crescer em
anaerobiose tém sido equivocos (KENNEDY, 1981; WEBSTER & ODDS, 1986). Alguns
sitios bucais com baixa tensdo de oxigénio, como o sulco gengival e bolsas periodontais
podem nio favorecer a proliferacio de Candida. Anaerdbios crescem bem em baixa tensdo
de oxigénio (LOESCHE er al, 1983), potencial de odxido-redugdo negativo e pH basico
(EGGERT er al., 1991), um ambiente desfavoravel para o crescimento de leveduras. No
entanto, Candida spp. tem sido isolada do sulco gengival e de bolsas periodontais (SLOTS
& RAMS, 1991). Acredita-se que esses microrganismos $80 meramente circunstanciais
nesses sitios, indicando colonizacio ou mesmo doenca causada por Candida spp. em ouras

superficies bucais. Por outro lado, é possivel que mudangas ecologicas, como as que
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ocorrem devido ao uso de antibidticos (RAMS er afl, 1990} ou doengas e terapias
imunocomprometedoras (SLOTS & RAMS, 1991) possam levar ao supercrescimento
subgengival de leveduras.

Candida spp. também interagem com outros microrganismos e produtos
microbianos no complexo biofilme que cobre as superficies bucais (HOLMES er al., 1995).
Tem sido demonstrado que Candida albicans adere a bactérias como Sweptococcus
viridans, Fusobacterium, e Actinomyces (JENKINSON er al., 1990; HOLMES er al.,
1996).

NEGRONI er al. (2002) avaliaram a colonizagio da mucosa bucal por Candida
e a adesividade das cepas. Amostras foram obtidas do dorso da lingua de 70 estudantes com
média de idade de 23 anos, com cavidade bucal saudavel. Destes, 21,42% foram positivos
para Candida, sendo identificadas as espécies C. albicans, C. parapsilosis e C. glabrata.
Em apenas um caso foi relatado o isolamento de duas espécies (C. albicans e C.
guilliermondii) no mesmo mdividuo. A viruléncia foi determinada como capacidade de
aderéncia ao biofilme ou formacfo de placa in vitro e hidrofobicidade. A aderéncia entre as
cepas de C. albicans foi similar, entretanto diferencas significantes foram encontradas entre
as espécies C. albicans e C. parapsilosis e entre C. albicans e C. guilliermondil.

2.4 Colenizacio inicial em criancas por Candida spp.
Leveduras pertencentes ao género Candida s30 habitantes comuns da cavidade
bucal nfo apenas de adultos, como de criangas (DARWAZEH & AL-BASHIR, 1995;

KLEINEGGER er al., 1996; HANNULA er al, 1999). A colonizacio assintomatica por



Candida tem sido extensivamente estudada em adultos e os fatores predisponentes
amplarnente determinados. Em contraste, ha poucos estudos em criancas durante a primeira
infincia, a maioria destes conduzidos em bebés internados em unidades hospitalares de
cuidados especiais, sistemicamente comprometidos oOu em nNeonatos  prematuros.
Geralmente as idades dos individuos examinados nesses estudos variam consideravelmente
e alguns trabalhos tém considerado somente a espécie C. albicans, ndo relatando a presenca
de outras espécies, ou ainda considerando apenas “leveduras-semelhantes a fungos”,
gerando resultados conflitantes (RUSSEL & LAY, 1973; LAY & RUSSEL, 1977; SHARP
ef al., 1992),

As potenciais fontes de leveduras para a colonmizagiio primédria da cavidade
bucal de bebés sdo pouco conhecidas. A cavidade bucal do neononato pode ser infectada
por leveduras do género Candida durante o parto normal, devido a degluticio de goticulas
da secrecdo vagmal durante a passagem pelo canal de parto. Eniretanto, nestes casos, €
necessirio que a mie apresente vulvovaginite blastomicética, comum no ferceiro trimestre
da gravidez, devido ao aumento do glicogénio nas células da mucosa vaginal, pela acdo das
estrinas. Estidos sobre transmissio horizontal e vertical t#m demonstrado que cepas de
Candida de origem matema e de neonatos sfo idénticas em 14% das vezes. A espécie mais
freqlientemente encontrada em tais ocasides € a C. albicans, ndo tendo sido observado que
bebés possam adquinir outras espécies de suas mdes durante o parto (WAGGONER-
FOUNTAIN et al., 1996).

Algumas horas ap6s o nascimento, a cavidade bucal do recémr-nascido adquire
sua colonizacdo pioneira e as possiveis fontes de microrganismos para a cavidade bucal

deste s30 as maos, pele e cavidade bucal dos pais ou de pessoas que cuidam do bebé, sendo
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que a ndo observancia dos principios de biosseguranga no ambiente hospitalar, assoctado a
fragilidade dos mecamisrnos de defesa orgnica do recémrnascido, deixa-o exposto aos
riscos de contaminagio ainda no proprio ambiente hospitalar, sendo que bebés prematuros e
de baixo peso sdo 0s mais expostos 4 contaminacio (SAIMAN er al., 2001).

SAIMAN er al. (2001), recuperaram 2989 leveduras isoladas de amostras das
mios de atendentes saudaveis de um centro de cuidados intensivos neonatal, 19% dos
atendentes foram positivos para C. parapsilosis ¢ 5% foram positivos para. C. albicans. No
entanto., entre 2157 bebés atendidos nesse centro, houve maior prevaléncia para C. albicans
(14%), seguida de C. parapsilosis (7%) e outras espécies de Candida (3%). Segundo os
autores, a principal fonte de C. parapsilosis para bebés internados em centros de cuidados
.mtensivos s80 as mios dos atendentes que t8m contato direto com as criangas.

RUSSEL & LAY (1973) detectaram, através de um estudo longitudinal, a
presenca de especies de Candida e leveduras em bebés, do dia do nascimento ate
completarern um ano de idade. As amostras foram coletadas através de swab da mucosa
vestibular, mucosa jugal e sublingual da cavidade bucal. A prevaléncia de Candida foi de
5,7% nas primeiras horas apds © nascimento, aumentando apds o retomo das criangas para
0 ambiente domiciliar e atingindo 82% apos quatro semanas, mas declinando para 50% em
[ ano. C. albicans representou a espécie predominante (56%) seguida em menor proporgao
por C. tropicalis, C. parapsilosis ¢ C. pseudotropicalis. Estimativas do anticorpo sérico
neonatal para C. albicans ndo teve correlacio com a colonizagio oral inicial ou subseqiiente
pelo organismo.

Alguns autores relatam a predominincia de C. parapsilosis em amostras

salivares de criangas saudaveis, positivas para leveduras, nas faixas etirias de 12 a 24
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meses (HANNULA et al., 1999) e 15 dias a 16 meses de idade (CONTRERAS et al.,
1994). Entretanto, em estudo realizado por KLEINEGGER et al (1996), C. albicans foi a
mais freqliente espécie detectada em criancas acima de dois anos de idade, sendo C.
parapsilosis a segunda espécie mais freqlientemente encontrada.

MARTIN & WILKINSON (1983) isolaram leveduras da mucosa do palato duro
¢ de um pool de saliva de 122 criancas, com média de idade de 9 anos e 10 meses, sendo 63
meninos ¢ 59 meninas. Do total da amostra 71,3% foram positivos para leveduras. A
colonizagdo fol trés vezes maior nas meninas do que nos meninos. As espécies isoladas
foram C. albicans (71%), sendo 71,5% dessas do sorotipo A ¢ 26,3% do sorotipe B;
Sacharomyces spp. {19.7%) e C. iropicalis {8,6%).

A recuperacdo de leveduras da cavidade bucal na infincia tem sido associada ao
uso de chupeta, ma-nutricio, infecgles respiratonias, irrompimento do primeiro dente apos
os seis meses de idade, habitos maternos como "esfriar a comida da crianga assoprando-a,
¢ "limpar” a chupeta da crianca com a boca, uso de mamadeira notuma contendo sohudes
acucaradas, multiplas lesdes de care na cavidade bucal, higiene bucal deficiente, terapia
antibidtica, idade e sexo (SIO er al., 1987; PIENTHAKKINEN ez al,, 1988; DARWAZEH
& AL-BASHIR, 1995; OLLILA et al., 1997, HANNULA et al., 1999).

Segundo SIO ef al (1987), o hdbito de usar chupeta pode perturbar o
ecossistema microbiano da cavidade bucal, resultando em um aumento da recuperagio de
leveduras orais, quando comparado a criangas que ndo apresentam este habito.

OLLILA et al. (1997) avaliaram a ocorréncia de lactobacilos € Candida nas
amostras salivares de 166 criancas na idade de 1-4 anos (média de 2,5 anos) em relagdo aos

possiveis fatores de risco para a colonizacio desses microrganismos. Os fatores de risco
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examinados foram habitos de succdo, habitos de alimentacdo, sintomas de infecgdes
respiratérias ¢ terapia antibiotica, ao tempo da amostragem. Lactobacilos ocorrerarn em
18% das amostras salivares das criancas e Candida em 24%. Houve forte associagio entre a
ocorréncia de lactobacilos € o uso de chupetas ¢ terapia antibidtica. A associacdo entre teste
positivo para Candida e uso de chupeta também foi significativa. O uso de mamadeira
noturna apresentou menor influéncia sobre a colonizagio por Candida do que o wo de
chupeta. A associagfc entre uso de chupeta e mamadeira noturna aumentou a prevaléncia
de Candida em criancas menores de dois anos de idade. Os autores sugerem que 0 uso de
chupeta aurnenta a ocorrénicia salivar de lactobacilos e Candida em criangas.

DARWAZEH & AL-BASHIR (1995) investigaram semiquantitativamente a
colonizagio assintomatica da cavidade bucal por Candida em uma populagio de bebés
saudaveis (206), sendo 115 (55.8%) meninos € 91 (44.2%) meninas, entre 2 a 11 meses de
idade, determinando sua relagfo com a idade, sexo, padrdo alimentar e uso de chupeta. A
relagdo entre a historia de candidose vagmal matemna e colonizagio da cavidade bucal dos
bebés também foi investigada. Foram coletadas amostras do dorso da lingua, mucosa bucal
¢ palato de todas as criangﬁs. A densidade das leveduras foi estimada como baixa (< 10
colénias), moderada {entre 11 e 50 coldnias) ou alta (> 50 colbnias). Espécies de Candida
foram isoladas de 48% dos bebés, sem relagdo significativa com a idade. sexo ou entre
bebés que mamavam no pefto matemo ou em mamadeira. Similarmente, mies com historia
de candidose vaginal. ndo apresentaram relagdo significante com a colonizacdo bucal das
criangas por Candida. Quando a densidade do isolamento de Candida foi comparada entre
um grupo que usava chupeta e outro que n&o usava, houve alta propor¢io de isolados (>

que S50 coldnias) no grupo que utilizava chupeta, embora nio significativa (p=0.22).
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Candida albicans foi a espécie mais freglientemente isolada (30.6%), seguida por Candida
parapsilosis (5,8%). O que ¢ confimmado por outros estudos em bebés (RUSSEL & LAY,
1973; LAY & RUSSEL, 1977; SHARP, 1992; MANNING, 1985). Outras espécies
recuperadas foram: C. pseudotropicalis (4,8%), C. tropicalis (2,4%), C. krusei (14%), C.
glabrata, C. lusitaniae, C. famata e C. cerevisize (1% cada). Isolados de C. albicans ¢ C.
parapsilosis foram encontrados simultaneamente em dois individuos.

HANNULA er al. (1999) determinaram a ocoméncia e estabilidade da
colonizagdo bucal por diferentes espécies de Candida de 40 criangas saudaveis durante 22
meses, nas idades de 2, 6, 12, 18 e 24 meses. Amostras salivares das méaes foram coletadas
na primeira coleta das criangas (aos 2 meses) para determinar o papel da mae como
possivel fonte de leveduras para a crianga. Leveduras foram recuperadas pelo menos uma
vez em 43% (17/40) das criancas até a idade de 2 anos; 28% (11/40) foram positivas para
leveduras em mmiltiplas ocasides de amostragem. Nenhuma diferenca significativa foi
encontrada na freqiiéncia da recuperagiio de leveduras em diferentes idades (18% de
criangas positivas com idade de 2 meses, 13% aos 6 meses, 20% aos 12 meses, 20% aos 18
meses € 13% aos 24 meses). Candida parapsilosis foi isolada em 55% (18/33) das criangas
levedura-positivas, ¢ predominou nas idades de 12 a 24 meses. A mesma espécie de
levedura raramente foi detectada em amostragens sucessivas. Das mides, 50% (20/40)
apresentaram leveduras. C. albicans foi recuperada de 95% (19/20) das mdes levedura-
positivas € C. parapsilosis de nenhuma das mfes. Somente 35% (7/20) dos pares de
mie/crianca foram positivos para leveduras e desses, 71% (5/7) apresentaram a mesma
espécie de levedura (C.albicans), mas somente 3 destes pares (60%) apresentaram perfis de

AP-PCR dos isolados de leveduras idénticos, sugerindo possivel transmissdo. Os autores
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sugerem que em conftraste com a colonizagdo bucal por Candida spp. em adulios, a
coloniza¢d0 em criangas parece ser inconsistente, sugerindo que estes sdo colonizadores
transitorios nesta populacio ou que a ocoméncia de Candida em amostras bucais de
criangas com pouca idade possa ser subestmada devido & técnicas de amostragem
empregadas.

Segundo RUSSELL & LAY, 1973, mudangas na prevaléncia de leveduras orais
a0 longo da prmeira infincia ocorrem devido & mudangas simultineas no

desenvolvimento da microbiota bucal.

2.5 Carie dental em criancas durante a primeira infancia

A canie dental ¢ considerada uma doenga infecciosa e multifatorial. Os
estreptococos do grupe mutans, principalmente Streprococcus mutans € S. sobrinus, sfo
considerados os principais agentes etiologicos da doenga carie, sendo que lactobacilos e
outros microrganismos participam da progressio da doenga (LOESCHE, 1993).

Na dentigdo decidua, a canie dental estd enftre os mais prevalentes problemas
relacionados 3 saiide de bebés e criangas durante a primeima infancia (SCHEMMEL ez 4/,
1982). A chamada “cirie de mamadeira” (na lingua inglesa geralmente denominada
nursing bottle caries, baby bottle syndrome, milk bottle syndrome ou baby bottle tooth
decay) € a forma mais comum de manifestacdo da cirie rampante em criancas muito jovens
& resultarn basicamente da interagfo de trés variaveis: (1) colonizagio prévia das superficies
dentarias por microrganismos patogénicos, 0 que geralmente ocorre durante a infincia

(CAUFIELD er al, 1993); (2) presenca de carboidratos fermentiveis que os
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microrganismos metabolizam a 4cidos orgénicos e que neste caso sdo oferecidos & crianga
através de mamadeiras contendo leite agucarado, ou qualquer outra solugdo rica em
agucares, vdrias vezes ao dia, entre as refeicfes principais, inclusive durante a noite; (3)
superficies dentais susceptiveis a desmineralizagio 4cida. Concomitantemente 4 presenca
dessas varidveis, o fator tempo apresenta papel preponderante na progressio da doenca em
relagio a fregiiéncia e quantidade de exposicio a dieta cariogénica e duracdo do habito
deletério, que afetam a severidade das lesdes e o nimero de dentes envolvidos (RIPA ef al.,
1988). DERKSON & PONTI ef al. (1982) relataram gue criancas com carie de mamadeira
praticam o habito de mamar cerca de 8,3 h/dia comparado com 2.2 h/dia para criangas sem
a doenga. Podem também estar associados a doenca, habitos como adogar chupetas com
mel, agucar ou xaropes, uso da mamadeira por tempo prolongado, além dos 12 meses de
idade (RIPA, 1988) e auséncia de higiene adequada. A noite, o fluxo salivar é
fisiologicamente reduzide ou praticamente nulo, ocorrendo estagnacio de carboidratos no
biofilme dental, por horas seguidas.

Os primeiros sinais climcos da cére precoce na infincia, especificamente
associada a0 uso de mamadeira, sdo caracterizados por presenca de wma “mancha branca”
opaca (lesdio cariosa subsuperficial, pré-clinica, desmineralizada) acomparhando a linha da
gengiva na superficie vestibular dos incisivos deciduos superiores. Se o processo ndo for
interrompido, as lesdes evoluem para cavitagdo ¢ os proximos dentes a serem atacados sdo
os primeiros molares superiores e inferiores deciduos, seguidos pelas faces vestibulares dos
caninos deciduos e oclusais dos segundos molares deciduos. Nesta fase, provavelmente ja

foram destruidas as coroas dos dentes anteriores superiores deciduos. A caracteristica
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clinica da carie de mamadeira constitui-se na auséncia de lesdes nos incisivos inferiores
deciduos (MATTOS-GRANER ef al., 1996; RIPA er al., 1988).

No Brasil, a prevaléncia de cavidades de carie em relagdo & idade das criangas
tem sido estimada em 10% aos 12 meses de idade; 50% aos 36 meses (MORITA ef al.,
1993); 11% na faixa etaria enfre 0 a 2 anos e 26% na faixa etdria entre 3 a 4 anos (TOMITA
et al., 1996). Na cidade de Piracicaba — SP, em estudo realizado com 322 criancgas entre 6 e
36 meses de idade, observou-se uma prevaléncia de carie em 0%, 3%, 14%, 38% ¢ 48,5%,
nas faixas etirias de 6 a 12 meses, 13 a 18 meses, 19 a 24 meses, 25 2 30 meses e 31 a 36

meses, respectivamente (MATTOS-GRANER et al., 1996).

2.6 Presenca de Candida spp. na cavidade bucal de individuos carie-ativos

Leveduras sdo mais prevalentes na saliva e biofilme dental de mdividuos care-
ativos do que livres de caries (HODSON & CRAIG, 1972; GABRIS e al, 1999;
RADFORD et al., 2000). Entretanto, nio estd estabelecido se leveduras orais desempenham
algum papel na etiologia da doenga cérie.

Estudos in vitro tém confirmado o alto potencial acidogénico de C. albicans
(SAMARANAYAKE et al.,, 1983; SAMARANAYAKE, 1986a). Os écidos produzidos por
C. albicans sdo acetato, piruvato, formato e propionato, que mostram citotoxidade direta.
No entanto, & consenso que a cariogenicidade depende ndo somente do pH trminal, mas
também de varios fatores, incluindo a capacidade do microrganismo em colonizar a
superficie dentai (CLARKSON, 1987). KAMINISHI et al. (1986) caracterizaram uma

enzima colagenolitica produzida por este microrganismo capaz de desnaturar o colageno da
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dentina humana. SEN er al. (1997) observaram através de microscopia eletrnica de
varredura, que as hifas de C. albicans podem penetrar em micro-rachaduras na superficie
dental, migrando para o interior dos tibulos dentinarios. No entanto, este comportamento
ecologico de C. albicans deve ser investigado em relacio & condigdes in vivo.

Apesar do consideravel volume de pesquisas sobre a carie, ha poucos registros
sobre Candida na microbiota do biofilme dental (ARENDORF & WALKER, 1980; RAMS
& SLOTS, 1991; COULTER et al., 1993). Existe a hipétese de que se uma pequena
quantidade de leveduras for incorporada ao biofilme dental ou ao tecido dental canado,
estes poderiam servir como reservatérios, junto a outras regides do trato gastro-intestinal,
para episodios recorrentes de candidose oral em individuos imunocomprometidos (JACOB
et al., 1998). Uma periculosidade adicional pode haver em criancas com cérie precoce na
infancia na presenca de leveduras, particularmente aquelas com comprometimento do
sistema imune, considerando os problemas sistémicos desenvolvidos em funcdo da céarie em
criancas na prmeia infincia, e que podem ser agravados poOr €Sses MUCTOIZanisSmos
patogénicos considerados oportunistas na cavidade bucal (HODSON & CRAIG, 1972;
DARWAZEH & AL-BASHIR, 1995; MARCHANT et al, 2001).

A recuperaciio de Candida de individuos cirie-ativos tem sido extensivamente
estudada em portadores de doengas imunocomprometedoras, incluindo diversas sindromes,
AIDS, diabetes e cancer, j4 que essa populagio sofre freqiientemente de lesdes buco-
dentais, com tendéncia a apresentarem multiplas cavidades de carie e maior prevaléncia de
Candida spp. na cavidade bucal, favorecendo o surgimento de candidoses {(JACOB er al.,
1998). Sdo poucos os estudos que relacionaram o saprofitistno bucal por Candida spp. € 0

estado de satde dental em individuos saudéiveis.
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HODSON & CRAIG (1972) avaliaram a prevaléncia de microrganismos com
aparéncia morfologica semelhante a C. albicans em criangas comn cénie, na faixa etdria de 3
a 6 anos, particularmente do tipo associado com o uso de chupeta embebida em substincias
acucaradas e aleitamento artificial. Este grupo de criangas apresentava pobre higiene bucal
e alta incidéncia de cémes. Adicionalmente, os autores investigaram histologicamente a
presenca de leveduras em 30 cavidades de carie de dentes extraidos dessas criangas. A
recuperacdo de leveduras foi de 56% (18/32) e 90% (27/30) no biofilme dental ¢ cavidades
de carie, respectivamente. As criancas cérie-ativas foram comparadas com um grupo livre
de cartes, sendo que a incidéncia de leveduras no biofilme dental do primeiro grupo foi
quase o dobro da apresentada no grupo livre de caries. Embora a amostra tenha consistido
de um ntmero pequeno de criangas, em um estudo piloto, os resultados sugeriram que uma
alta incidéncia de leveduras pode ser esperada em criangas com muitas lesGes de care.
Segundo os autores, a influéncia de lesdes de carie sobre a proliferagio de leveduras na
cavidade bucal parece ser maior do que o alto consumo de doces e 0 uso de chupeta pelas
criangas.

WETZEL er al. (1993) relacionaram 2 sindrome da cérie de mamadeira com o
aumento da presenga de Candida albicans isolada da saliva e de material cariado de 46
criancas entre 23 ¢ 77 meses de idade. Segundo os autores, o habito do uso da mamadeira
que se estenda por tempo superior aos 12 meses de idade, leva nfio somente & problematica
da doenca cérie, mas também a mudancas patoldgicas na microbiota bucal, sendo que a
invasdo por Candida devenia levar a reconsiderar o desenvolvimento de carie em bebés.

MARCHANT et al. (2001), estudaram a microbiota predominante nas lesdes de

carie de mamadeira. Amostras da dentina infectada de 52 dentes deciduos cariados, de uma
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amostra de 14 criancas com cdrie de mamadeira, foram estudadas e comparadas com a
microbiota da superficie do esmalte sauddvel de criangas livres de cédrie. A bactéria
Streptococcus mutans apresentou proporgio significativamente maior nas lesdes, enquanto
S. oralis, S. sanguis e S. gordonii apresentaram propor¢do significativamente maior no
biofilme do que em amostras das lesGes. Actinomyces israelii constituiu 182% da
microbiota das lesdes, mas ndo foi isolado de amostras do biofilme. As espécies C.
albicans, Lactobacillus spp. e Veillonellas spp. também apresentaram significativa maior
proporgdo na dentina cariada do que nas amostras do biofilme. Os autores sugerem uma
etiologia ndo-especifica para as caries de inicio precoce na infincia, nas quais as
caracteristicas fisiologicas da microbiota infectante, na sua composicdo, s30 determinantes
no processo da doenca.

MOALIC e al (2001) reglizaram um estudo epidemioldgico em 353
estudantes, com idade média de 21,3 anos, para determinar a relagio potencial entre a
presenca de C. albicans na cavidade bucél ¢ o estado de saide dental. O valor médio do
indice CPO da amostra foi 7,6 e a freqiiéncia da colonizaciio foi 58,6%, sendo C. albicans
presente em 93,7% dos casos. A muaior prevaléncia de C. albicans foi relacionada ao sexo
masculino, a flmantes, pH intrabucal inferior a 7, biofilme dental abundante e tempo
decorrido desde a Gltima higienizagdo dental superior a 8 horas. Houve relagfo positiva
entre a presenga de carie e densidade de C. albicans (UFC). Segundo os autores, embora
seja dificil estabelecer o papel especifico de cada fator, os resultados sugerem que
pesquisas futuras sdo necessarias para elucidar o possivel papel de C. albicans na etiologia

da carie.
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Em estudo realizado por RADFORD er al. (2000), S. mutans, lactobacilos e
leveduras foram isolados significativamente com maior freqiéncia de criancas com wm ano
de idade e com carie, comparadas com crangas livres de carie. O padrio sdcio-econémico
dessas criancas fol determinante apenas na fregiiéncia de isolamento de leveduras, sendo
que as criancas residentes em 4reas de mmior caréncia também apresentaram maior presenga
de carie, comparadas & criangas provenientes de dreas mais favorecidas.

MOREIRA er al (2001) avaliaram biotipos de Candida spp. da cavidade bucal
de 239 escolares distribuidos em cinco categorias socio-econdmicas (A a E) em Piracicaba-
SP, Brasil. As amostras da saliva foram analisadas quanto ao fluxo salivar, pH, capacidade
tampdo e parimetros microbianos. A prevaléncia de Candida spp. na amostra foi de 47,3%.
A espécie mais comum em todas as categorias socio-econémicas foi C. albicans, seguida
por C. tropicalis, C. krusei ¢ C. parapsilosis. Nao houve relagio estatistica significativa
entre o fluxo e capacidade tampdo salivar ¢ UFC/ml de Candida spp. A prevaléncia de
Candida spp. ndo diferu substancialmente entre os grupos; no entanto, houve maior
ocorréncia nas categorias socio-econ0micas menos favorecidas (classe B e C). Somente em
3% da amostra houve ocorréneia de mais de wma espécie (C. albicans associada a C.
tropicalis, C. parapsilosis ou C. krusei). Fbuve significativa relagdo entre o indice de cénie
e categorias sOcio econdmicas € nio houve relacio positiva entre o risco de cérie e a
presenca de Candida na cavidade bucal.

A avaliacdo do crescimento de umdades formadoras de colénias de Candida
tem sido proposta como teste auxiliar na determinacio de risce de cére, juntamente com a
contagem de colbnias de outros microrganismos relacionados 4 cdrie, como estreptococos

do grupo mutans e lactobacilos, assoctados a testes salivares como a determinagio do fixo
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salivar e capacidade tampdo (PARVINEN & LARMAS, 1981; PIENIHAKKINEN, 1988;
GABRIS et al.,, 1999).

PARVINEN & LARMAS (1981) avaliaram a relagdo do fluxo ¢ pH salivar com
a conceniracdo de lactobacilos e leveduras na saliva. O estudo foi conduzido em uma
amostra de 642 individuos adultos (acima de 30 anos), incluindo 316 mulheres e 326
homens. A recuperagio de leveduras omis foi inversamente proporcional ao aumento do
flxo e pH salivar. Para fluxo salivar < a 5 ml/5Smin, leveduras foram recuperadas em 84%
da populagio feminina e 76% da populacio masculina. Para valores do fluxo salivar que
excederam 15ml/5Smin, a recuperagio de leveduras diminuiu para 44% na populagio
ferninina € 41% na populacio masculina.

PIENIHAKKINEN et al. (1987) compararam, em um estudo longitudinal, os
resultados obtidos anualmente de avaliagGes da presenca e quantidade de lactobacilos e
leveduras salivares em 298 criangas (de 6 a 11 anos de idade), para distinguir individuos de
alto ou baixo risco a carie. Os resultados demonstraram que a presenca de leveduras
salivares é mais significativa para o prognostico de carie do que a avaliagdo do nimero de
lactobacilos salivares, projetando o aumento de carie em 3 anos. A sensibilidade e
especificidade de leveduras como teste de risco de carie foi 74% e 75%. respectivamente,
quando combinadas com lactobacilos os valores foram 69% e 83%, respectivamente.
Segundo os autores, individuos com densidade de leveduras salivares superior a 400 UFC/
ml, apresentam atividade de cdrie acentuada.

GABRIS e al. (1999) avaliaram a associagdo de testes salivares e

microbiologicos de cdrie e experiéncia de carie em 349 adolescentes hingaros na faixa
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etaria de 14 a 16 anos. A proporcio de adolescentes livres de carie fol 4,6% da amostra
total, os valores de CPOD foram 7,24 +/- 4,86 e os valores de CPOS foram 10,30 +/- 8,35:
baixa capacidade tampdo foi relatada em 6,3% das crangas examinadas. A proporgao de
hospedeiros de S. muians laciobacilos e leveduras na saliva foi 89,7; 73.9 e 47,7%,
respectivamente. Houve correlacio significativa entre os indices CPOD, CPOS e contagens
microbiologicas salivares.

Ha poucos dados na literatura especifica sobre o efeito do tratamento dental na
reduciio da denmsidade de Candida spp. na cavidade bucal. STARR er al (2002)
investigaram a prevaléncia de C. albicans em 130 criancas, na faixa etaria de 8 a 11 anos,
durante 3 anos. A maioria das crancas nunca tinha sido submetida a tratamento
odontologico anteriormente. Foram realizadas amostras com swab da mucosa jugal e
gengiva em dnco ocasides: pré-tratamento dental, 3 a 7 meses ap6s o tratamento € 12-, 24-
e 36 meses pds- tratamento dental. As criangas eram sistemicamente saudivels e todas
apresentavam carie no inicio do tratamento. Em cada visita sucessiva, respectivamente,
47%. 32%, 21%, 27% e 28% das criangas foram positivas para C. albicans em cada sitio
amostrado, resultando em redugfio de quase 50% na prevaléncia desses microrganismos, da
época da primeira amostragem até 36 meses apos o tratamento dental e os cuidados de
higiene oral (p < 0.0005). A contagem média de C. albicans entre criangas foi de 900 a
2500 UFC/ml, dependendo do sitio amostrado e periodo de avaliagio. O nimero de
UFC/ml C. albicans da mucosa jugal e gengiva foram altamente correlacionados em cada
visita (coeficiente de cormelagio nfo-paramétrico 0,65 a 0,79, p<0,00005). No entanto,
criangas colonizadas por C. albicans mantiveram a colonizagio ao longo do tempo, mesmo

apds 0 tratamento.
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SZIEGOLEIT er al. (1999) avaliaram o efeito do tratamento dental efou
aplicagio local de anfotericina B na colonizagdo bucal por Candida. Amostras da saliva e
das lesdes de carie foram obtidos de 54 criangas e adolescentes carie-ativos e 49 meninos e
meninas livres de cérie. Especies de Candida foram isoladas da saliva de 36 (66,7%) dos
individuos carie-ativos, mas da saliva de somente um (2%) dos individuos livres de carie.
Candida foi detectada em matertal removido das lesdes de carie de 44 (81,5%) das criangas
crie-ativas. Pacientes com lesdes de came e colonizados por Candida fomm
randomicamente divididos em trés grupos de 10 individuos cada e tratados por: restauracio
dental completa, aplicacio local de anfotericina B ou combinacio de ambos o0s tratamentos.
O controle microbiolégico final demonstrou que quando somente o tratamento dental foi
aplicado, este eliminou 90% dos fungos da cavidade bucal, enquanto a aplicagdo local de
anfotericina B come dnico tratamento apresenmtou um efeito minimo sobre a colonizagio
por Candida nas lesbes de cérie. Quando, adicionalmente ao tratamento dental, anfotericina
B foi aplicada, os fungos foram completamente eliminados da cavidade bucal de todos os
mdividuos.

O estudo da prevaléncia de Candida spp. na cavidade bucal humana de
individuos carie-ativos € importante do ponto de vista epidemioldgico e a redugdo da
mcidéncia desses microrganismos oportunistas pode contribuir para se evitar a formagio de

reservatorios intrabucais de infeccio.
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3. PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo foram determinar:

3.1- Se criancas com carie precoce na infincia, sisternicamente sauddvels, apresentam
major prevaléncia de Candida spp. na cavidade bucal, comparadas & criancas de
igual faixa etdnia, livres de carie;

3.2- O padrio de colonizacio das espécies de Candida spp. nos sitios intrabucais, biofilme
dental e saliva de criangas com carie precoce na infancia;

3.4 A espécie de Candida predominante em criangas com carie precoce na infancia e
livres de carie;

3.5- A relagio entre o nivel médio de UFC/ml de Candida spp.. o indice ceos ¢ a
distribuigio de lesdes de carie de acordo com os grupos dentarios (incisivos
superiores e molares);

3.6- Se o tratamento dental e orienta¢fes sobre higiene bucal aos pais e criangas s3o
suficientes para alterar os niveis de Candida spp. da cavidade bucal de criancas com

carie precoce na infancia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Individuos selecionados

No inicio do estudo foram selecionadas 64 criancas na faixa etéria de 24 a 36
meses de idade (média de 2,5 anos; SD + 0,25), de ambos os sexos (34 meninos ¢ 30
meninas), Cujos pais procuraram atendimento odontolégico no departamento de
Odontologia Infantil da Faculdade de Odontologia de Piracicaba e no Centro de
Especialidades Odontoldgicas de Piracicaba. As criangas foram divididas em dois grupos:
GC - 32 crangas com cdrie precoce na infincia e GH (ou grupo controle} - 32 criangas
livres de carie. Todas as criangas, de ambos os grupos, ndo haviam recebido tratamento
dental ou orientacGes sobre higiene bucal, previamente a este estudo. Os critérios de
inclusdo das criancas em ambos 0s grupos foram: (1) nfo apresentarem comprometimento
sistémico; (2) receberem, ou terem recebido, mamadeira varias vezes ao dia e/ou a noite,
contendo solugio agucarada, por um periodo superior a 24 meses. Para a inclusdo no grupo
C as criancas foram previamente diagnosticadas como portadoras de carie precoce na
infancia, especificamente relacionada ao uso de mamadeira contendo solugdes agucaradas,
com base em historia prévia e caracteristicas clinicas tipicas dessa sindrome (RIPA, 1988)
(ANEXO 2). Para cada crianga com cérie precoce na infincia, foi incluida no estudo uma
crianca livre de carie, com igual idade e nimero de dentes irrompidos (Grupo H). Foram
utilizados como critérios de exclusio de voluntirios no estudo: (1) comprometimento
sistémico, como deficiéncias hormonais e imunologicas; (2) uso de antibidfico nos seis

mmeses anteriores ao estudo; (3) uso de medicamentos que pudessem alterar o fluxe salivar;
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(4) presenga de sinais clinicos de candidose; (5) sinais de infeccdo respiratoria na tltima
semana anterior 4 entrevista (rinite, tosse, febre > 38°C e conjuntivite). As criancas foram
incluidas no estudo apds seus pais ou responsdveis terem recebido todas as informagdes
necessarias para © entendimento desta pesquisa e estarem de acordo com os termos descritos
no “Termo de Consentimento” (ANEXO 3), o qual recebeu aprovagiio do Comité de Etica em
Pesquisa da FOP-UNICAMP, conforme a Resolugio mimero 196 do Conselho Nacional de
Satde (Brasil. Ministério d Satde, 1996) (ANEXO 4). As criangas foramn avaliadas quanto 3
prevaléncia de carie dental (lesdes de mancha branca e cavidades de carie) e niveis bucais
de Candida spp. em diversas localizacdes da cavidade bucal (mucosa do palato duro,
mucosa jugal, dorso da lingua, biofilme dental) e saliva nfo estimulade. Todas as criangas
receberam, apos O prmeiro exame micologico da cavidade bucal, orentagdo sobre higiene
bucal ¢ habitos dietéticos (ANEXO 7). As criangas do grupo GC receberam tratamento na
Clinica da Especializagio em Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
— UNICAMP, que se estenden. em média, por 9 meses. Subseqiientemente, foram excluidas
33 criangas devido & mpossibilidade de completar o tratamento odontologico por falta de
cooperacdo das mesmas, no caso das criangas com cdrie ou por negligenciarem o retorno.
As 31 criangas que continuaram no estudo, 16 criancas com carie precoce na infincia
(Grupo GC) e 15 criangas livres de carie (GH), foram novamente avaliadas com relagio aos
niveis bucais de Candida spp., apds 3 meses do témino do tratamento dental das criancas
do grupo GC.

Foram realizadas andlises comparativas entre as criangas dos grupos GC e GH,

atavés de questiondrio padrio (ANEXO 5), quanto 2 alimentagdoc com mamadeira
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contendo solugfo agucarada, habitos de higiene bucal e classificagio socio-econdmica,
possiveis fatores que podem mfluenciar a incidéncia de céries e Candida spp. na cavidade

bucal das criangas (TAB. 1).

Tabela 1 — Caracteristicas iniciais da amostra selectonada

Fase pré-tratamente dental
Fatores observados
GC GH GC GH
(#=32) (n=32) (0=16) (n=15)
20 20 20 20

Numero de dentes

32 (100%) 32 (100%) 16 (100%) 15 (100%)
Mamadeira varias vezes ao
dia e a noite, com sacarose

12(37.5%) | 22(68,7%) 10(62,5%) 13 (86,6%)
Higiene bucal realizada
pelos pais

14 (43,7%%) 9(28,1%) 6 (37.5%) 2 (13,3%)
Higiene bucal realizada
pela crianga

6 (18,7%) 1¢(3,1%) 0 (%) 0 (0%%)
Sem escovacio dental
Classe socio-econdmica D 12 (37,5%) 9 (28,1%) 3(18,7%) 5(33.3%)
Classe socio-econdmica E 20(62,5%) | 23(71.8%) 13(81.2%) 10 {66,6%)
Biofilme dental ausente 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,09%) 0 (0.0%)
Biofilme dental raro 1(3,1%) 15 (46,9%) 0(0,0%) 6 (40%)
Biofilme dental moderado 11 (34,4%) 15 (46,9%) 5(31.2%) 7 (46,7%)
Biofiime dental abundante 20(62,5%) 2(6,3%) 11(68,7%) 2 (13,3%)




4.2 Divisio dos tempos experimentais

Este estudo foi conduzido em dois tempos experimentais, nos quais foram
avaliados os parémetros clinicos e laboratoriais:

e T1- Avaliacio Inicial ou Pré-Tratamento -~ antes do tratamento dental
e T2 - Avaliacdo Final ou Pos Tratamento - apds o término da terapia dental ativa

O tratamento dental instituido para os grupos GC ¢ GH foram:
¢ Tratamento dental realizado no grupo GC - inchuu realizacio dos procedimentos
basicos de motivacio, higiene bucal, profilaxia profissional, adequacdo do meio bucal
padronizada com utilizacio do material para selamento provisorio IRM® LIQUID Zinc
Oxide Eugenol (Dentsply, Caulk), restauracfio das cavidades de carie padronizada com
utilizacdo da resina composta Z-100™ (3M, Dental Products), extragio de dentes
condenados e tratamento pulpar.
¢ Tratamento dental realizado no grupe GH - incluiu realizagio dos

procedimentos béasicos de motivagdo, higiene bucal e profilaxia profissional.
4.3 Exame clinico intrabucal

Exames clinicos foram realizados em todos os participantes, na primeira
entrevista, antecedendo a coleta das amostras bucais para analise. Para tais procedimentos
utilizowrse sonda exploradora n° 5 e espetho plano. sob luz do refletor, em equipo
odontologico da Clinica de Especializagdo da Faculdade de Odontologia de Piracicaba.
Nenhuma recomendacio foi dada quanto a dieta e higienizac8io, previamente ao exame. Os

exames climcos foramn executados exclusivamente por um tnico examinador. Foram
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observadas: a aparéncia da mucosa, a presenca de biofilme dental sobre as superficies

vestibulares dos incisivos superiores e o diagnostico de carie.

4.3.1 Avaliacio do aciimulo de biofilme dental

As superficies vestibulares dos incisivos superiores foram examinadas, através de
inspegdo visual, sem o uso de solugles evidenciadoras (ALALUUSUA & MALMIVIRTA,
1994). A presenca de biofilme dentai visivel sobre as superficies dentais foi classificada nas
seguintes categorias: (0) ausente; (1) rarz; (2) moderada; (3) abundante (MOALIC er al.,

2001).

4.3.2 Diagndstico de carie dental

O indice utilizado para registro das lesdes de carie Di 0 ceos (Pinto, 1989). Este
indice mede o ataque de cérie dental 4 denticio decidua. Suas imiciais representam
respectivamente: dentes cariados {c), com extracdo indicada (e), obturados (0) ¢ a medida
de unidade ¢ a superficie dental (3). Foram considerados como irompidos todos os dentes
que atravessaram a mucosa gengival. Foram diagnosticadas como lesBes de céarie iniciais
(manchas brancas), as areas de desmineralizacdo do esmalie, de coloragio branco-opaca e
como cavidades de carie, as lesbes que apresentavam o mimmo sinal de cavitagdo
(MATTOS-GRANER er al, 1996). Distirbios de formagfo e calcificacio dos tecidos

dentarios nio foram considerados.
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4.4 Andlise dos fatores comportamentais

Foram feitas entrevistas com os responsdveis pelas crniancas durante a consulta
inicial, com base em um questiondrio padrio (ANEXO 5) que continha questdes referentes
a historia médica pregressa da crianga, fregiiéncia do wso de mamadeira, habitos de higiene

bucal e classificacdo sdcio-econdmica.

45 Analise micolbgica

4.5.1 Coleta das amostras

A primeira coleta de amostras das 64 criangas, incluidas inicialmente no estudo,
foi realizada na consulta inicial, antes de qualquer intervencdo odontologica ou orientagdo
sobre higiene bucal, dentro de uma janela de 2 semanas. A segunda coleta foi realizada em
15 pertencentes ao grupo GC e 16 pertencentes ao grupo GH. Apds trés meses do término
do tratamento dental de cada crianga do Grupo GC, esta foi solicitada a comparecer a
segunda coleta, concomitantemente a uma crianga do grupo GH. As coletas foram feitas no
consubtoric  odontologico da Clinica de Especializacio da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba. As amostras foram coletadas da saliva (S), dorso da lingua (L), mucosa do
palato (PAL), mucosa jugal (B), ¢ biofilme dental (PL). As amostras foram codificadas de
acordo com © grupo ao qual a crianga pertencia (C ou H), ntimero da crianga no estudo (de
1 a 64), localizacio da amostra (S, L, PAL, B e PL} ¢ o numero do isolado clonal (de 1 a
15). Assim, a amostra C31-S2 representa o isolado “2” da saliva da crianga 31 do Grupo C

(criangas com cérie precoce na infincia).
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Amostras da saliva ndo estimulada foram coletadas de todas as criangas
utilizando-se um swab de algodio estéril, mantendo-o 10 segundos embaixo da lingua
(OLLILA ef gi, 1997). Para a coleta das amostras da mucosa bucal (dorso da lingua, palato
duro e mucosa jugal) um swab de algodio estéril, previamente umedecido em salina estéril,
fol passado varias vezes, em movimentos rotatérios, sobre a superficie bucal en particular.
Um “pool” do biofilme dental foi coletado com o auxilio de uma haste de madeira
esterilizada, afravés da raspagem do terco gengival das faces vestbulares dos quatro
incisivos superiores anteriores irrompidos (ANEXQ 8). Imediatamente apés a coleta, cada
swab e haste de madeira foram colocados em tubos estéreis contendo 1 mil de solugo salina
esteril a 0.9%. As amostras foram processadas no Laboratorio de Microbiologia e
Irnunologia do Departamento de Diagnostico Oral da Facuidade de Odontologia de
Piracicaba, UNICAMP, obedecendo ao limite de meia hora. As coletas se deram no periodo

da manhi, entre 8:00 ¢ 11:00 horas (WILLIANSON et ¢, 1972).
4,5.2 Processamento do material

As amostras foram submetidas 4 agitagio por 30 segundos em um agitador de
tubos (Phoenix AT 56), para a obten¢io de uma suspensdo uniforme. Aliquotas de 100 pL
das amostras da saliva, superficies mucosas e biofilme dental foram imediatamente dilnidas
em série decimal de 107 a 1072 em solugdo salina estéril a 0,9% e aliquotas de 100 uL de
cada diluicio foram inoculadas em duplicata, em placas de Petri, contendo meio.de cultura
Sabouraud Agar Dextrose (SDA), acrescido de 0.1 mg/ml de cloranfenicol (Quemicetina

Succinato/Carlos Erba) e incubadas aerobicamente, a 37°C por 2 a 4dias. As placas que
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apresentararn crescimento negativo foram mantidas em incubacio por mais 72 horas e
entio, examinadas novamente antes de serem descartadas. Placas nfo inoculadas foram
também incubadas como controle negativo. Foram selecionadas para contagem de colfnias
as placas referentes & diluicio que apresentou crescimento entre 1 & 300 coldnias, A
quantificaco de Candida spp. foi realizada a partir do volume da amostra coletada ¢ do
numero de unidades formadoras de colénias (UFC). O numero de UFC/ml obtido foi
convertido no respectivo logaritmo.

Apds a incubacio, foram utilizados como critérios para obtencdo de cultura
pura das coldmas de Candida spp.. as caracteristicas culturais (morfologia das coldnias em
meio de cultura) e as caracteristicas celulares (investigada através de observacio
microscopica de esfregaco da coldnia, corado pelo Gram). Quando na microscopia foram
observadas células ovaladas, grandes, Gram-positivas, com ou sem brotamento, sugestivas
de Candida, as colonias representativas de cada tipo morfologico sobre o meio de cultura,
foram tansferidas para dois meios de cultura, simultancamente: ¢ melo CHROMagar
Candida® (Probac do Brasil), para identificagiio preliminar de Candida spp., dispensado em
placas de Petri e o meio de cultura SDA/Cloranfenicol (Quemicetina Succinato/Carlos
Erba), dispensado em tubos de ensaio com rosca (13X100 mm), para armazenamento das
amostras ¢ postenor especiagio. Foram 1soladas até10 coldnias, quando presentes, de cada
localizacio bucal da crianca positiva para Candida spp., gerando uma média de 10 colbnias
isoladas por crianga. As coldnias repicadas em ambos os meios foram mantidas a 37°C por
48 horas. Apds esse periodo, foi adicionado 6leo mineral estéril sobre as coldnias isoladas

em meio de cultura DA e os tubos de ensaio foram armazenados sob refrigeraciio €20°C).
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Foram observadas a coloracdo e morfologia das coldnias crescidas sobre o CHROMagar

Candida® (Probac do Brasil) (ANEXO 9}, conforme a TAB.2.

Tabela 2. Rela¢do das especies, coloragio e morfologia da cultura obtida no teste de

crescimento em meio de cultivo cromogénico (CHROMagar Candida®)

Espécie Coloracao da colonia Morfelogia da colonia
Candida albicans Verde Claro Lisa
Candida dubliniensis Verde Escuro Lisa
Candida parapsilosis Branco, Creme ou Rosa Lisa
Candida tropicalis Azul acizentado Lisa
Candida krusei Rosa opaco Rugosa
Candida guilliermondii Purpura, Rosa claro Lisa

Odds & Bernaerts, 1994

4.6 Identificacdo das espécies de Candida

As amostras foram identificadas observando-se a produgio de tubo germinativo
em soro estéril de coetho, a presenca de hifas/pseudo-hifas, células leveduriformes e
claridosporos em  4gar-fubd-tween 80 e a fermentacio e assimilagio de carboidratos

(SANDVEN, 1990). Para a identificacio presuntiva de Candida dubliniensis, todas as
amostras  identificadas como Candida albicans foram submetidas & prova de

termotolerdncia a 45°C (SULLIVAN & COLEMAN, 1998).
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4.6.1 Formacéo do Tubo Germinativo

Para visualizar a formacio do tubo gemminativo microscopicamente, alguns
procedimentos prévios foram realizados: Preparacdio de cultura de 24 h da amostra a ser
testada; moculacdo de uma alcada da cultura em 0,5 mi de soro estéril de coetho; incubacio
da suspensdo em banho-maria a 37°C por 2 a 3 horas. Apés este periodo de incubagio, uma
gota da suspensiio fol colocada entre uma l&mina e uma laminula € examinada ao
microscdpio Optico (Objetiva de 40x). Quando necessario, a leitura foi repetida apds 3
horas de incubagfo. Para a verificagdo do tubo germinativo, foi observado o crescimento
prolongado das células leveduriformes, de duas a twés vezes maior do que o da célula-mde,

sem constrigio da base da célula, caracterizando, portanto, a espécie Candida albicans.

4.6.2 Producio de Clamidésporos/Hifas e Pseudohifas

Para a realizagho deste teste, foi utilizado o meio Agar-Fuba-Tween 80 (pH
5,6), de composicdo especifica (ANEXO 6). O meio foi distribuido sobre uma lémina de
vidro no interior de uma placa de Petri. Sobre o meio foi semeada uma Unica estria da
amostra & ser identificada Pama promover umidade relativa e evitar que o meio s
ressecasse, o material foi mantido em cimara umida (Placa de Petrl), por 72 h, em
temperatura ambiente. Apds este periodo, a Amina foi retirada do conjunto e observada ao
microscopio Optico, para evidenciar as estruturas caracteristicas de clamidosporos, hifas e

pseudo- hifas comuns & espécies de Candida.
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4,6.3 Fermentacio de Carboidratos

Para a execucio destes testes bioquimicos, foi utilizado o meio de culwa Caldo
Vermelho de Fenol (Difco), acrescido dos carboidratos glicose, maltose, sacarose, lactose,
na concentragdo de 1%. Apds o preparo, o meio foi vertido em tubos de ensaio, adicionados
de wbos tipo "Durhan” invertidos no seu interior e auteclavado. Apds o resfriamento, uma
alcada da cultura pura de células leveduriformes, previamente cultivadas a 37°C por 18
horas, foi inoculada no caldo com os respectivos aglUcares. A interpretagio da prova foi
realizada apos 18, 24, 48 e 72 horas, observando-se a produgio de acido e gas através da
viragem de pH e produciio de gas denfro dos tubos de "Durhan”, respectivamente. Esta

prova consiste em uma das etapas do processo de identificaco das espécies de Candida.

4.6.4 Assimilacio de Carboidrates

Para a prova de assimilagio de carboidmatos, foi preparado um meio de
composicio definida (ANEXO 6). Foi vertide 20 ml do meio em wbos de ensaio, que
foram autoclavados a 120°C por 20 minutos. Em seguida este foi resfriado a 45°C, em
banho-maria. Para cada amostra, previamente cultivada a 37°C por 18 horas, foi preparada
uma suspensdo, em solucdo fisioldgica estéril, em concentracio equivalente ao tubo n° 10
da escala de McFarland. Foi adicionado 0,1 ml dessa suspens@o a uma placa de Petn esteril
e sobre esta foi vertido o meio contido no tubo de ensaio, seguindo-se leve agitagdo da
placa. Apos a solidificagio do meio, discos de papel de filtro esterilizados e embebidos em
solugdes de aglicares a 10% (galactose, glicose, sacarose, maltose, rafinose € xylose), foram

sobrepostos e distribuidos regularmente sobre o meio. Apds este procedimento, foi
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realizada a incubacfo a 37°C por 72 horas. A Jeitura dos resultados foi realizada aposl§, 24,
48 e 72 horas, sendo observado a formagio de um halo de assimilacio de agticar para prova
positiva e auséncia do me smo para prova negativa.

No ANEXO 1 podem ser observadas as caracteristicas do comportamento das
espécies de Candida frente & provas de identificaciio que serviram de base para a analise

dos resultados, com énfase na classificacdo desses microrganismos.

4.6.5 Prova de Termotolerancia

Para a identificacio presuntiva de Candida dubliniensis, todas as amostras
identificadas como Candida albicans e aquelas que ndo assimilaram a xylose, foram
incubadas a 42°C e 45°C por 48 H. Foram consideradas como indicaivas de Candida
dubliniensis, as amostras que ndo cresceramm nestas temperaturas.(SULLIVAN &

COLEMAN, 1998).

4.7 Cultura Padrio

Para todos os testes foram utilizados como controles, cepas de C. albicans
(CBS-562), C. parapsilosis (CBS-604), C. rropicaiis (CBS-94), C. pseudotropicalis (10C -

2597), C. krusei (CBS-573), C. guilliermondii (CBS-566) e Candida dubliniensis (CD-36).

4.8 Conservacio das cepas

As cepas identificadas como sendo espécies pertencentes ao género Candida,

estio mantidas em wma colecio no Laboratorio de Microbiologia e Imumologia do
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Departamento de Diagnostico Oral da Faculdade de Odontologia de Puracicaba,
UNICAMP. As amostras foram armazenadas em tubos de rosca {(13X100 mm), contendo
meio completo para levedura (M.C.L) (ANEXO 6), recobertas com dleo mineral estéril e

mantidos sob refrigeragdo (- 20 °C), devendo ser repicadas a cada 6 meses.
4.9 Procedimentos referentes 2 ética em pesquisas em humanos

Este estudo foi conduzido de acordo com os preceitos determinados pela
resolucdo 196 de 10/10/96 do Conselho Nacional de Satde do Ministério da Saude e pelo
Cédigo de Ftica Profissional Odontolégico. segundo a resolugio CFO 179/93 apos ter sido

aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP.
4.10 Analise estatistica

Para andlise estatistica dos dados obtidos foram utilizados os softwares
“EXCEL for Windows” e “SANEST”. Para a andlise de varidveis discretas, foi utilizado o
teste de significAncia  Qui-Quadrado (X% e para a analiss de vandveis continuas foi
utilizado o Teste F. juntamente com o teste de Tukey, para a comparagic de meédias,

respeitando as condigdes pertinentes ao uso destes testes, em nivel de significincia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Exame intrabucal

5.1.1 Indice ceos

O indice ceos médio foi 3,56 para as 32 criancas com carie precoce na infincia, com
variagio de 1 a 12 (SD * 3,56) (As criangas livres de carie apresentaram indice ceos igual a
zero). Os valores desse indice expressaram exclusivamente o nimero médio de lesdes de

carie encontradas (componente ‘c’ do indice).

5.1.2 Distribui¢dio de carie por grupo dentirio

Entre as 32 criangas do grupo GC, 34.4% apresentaram lesGes de carie apenas
nos mcisivos superiores € 65,6% apresentaram atividade de carie nesse grupo dentario e nos
molares. Para as 15 criancas do grupo GC que foram acompanhadas até o término do
estudo, 37,5% apresentaram lesSes de carie apenas nos incisivos superiores e 62,5%

apresentaram atividade de carie nesse grupo dentério e nos molares.

5.2 Tempo Experimental Inicial (T1)

Os dados obtidos em T1 serfo apresentados para a amostra inicial de &4
criangas, divididas nos dois grupos experimentais, sendo 32 criangas com cérie precoce na
mfincia e 32 criangas livres de cérie. Subsegiientemente, na analise dos dados obtidos no

tempo experimental final (T2), serfio apresentados os dados comparativos entre os dois



termpos  experimentais, obtidos para as 31 criancas remanescentes dessa amostra inicial,

sendo 16 crtancas com carie precoce na infancia e 13 criangas tivres de carie.

5.2.1 Analise da fregiiéncia e densidade da colonizacio por Candida spp.

Em relagio ao nimero de individuos dos grupos GC e GH portadores de
Candida spp., a FIG.] apresenta os resultados obtidos para as 64 criangas pertencentes a
amostra inicial. A presenca de Candida spp. foi constatada em 39% da amostra total,
revelando prevaléncia significativa (Teste Qui-Quadrado, p < 0.05) desse microrganismo
no grupo de criangas com carie precoce na infincia (71.87%), comparada ao grupo de
criancas livres de carie (6.23%).

Os resultados demonstrados na TAB.3 revelam comelagdo significativa (Teste
Qui-Quadrado, p < 0,05) entre a densidade da colonizagdo por Candida spp. e o indice ceos
das 32 criangas caric-ativas perfencentes a amostra inicial. Para 100% das criangas que
demonstraram valores < 100 UFC/ml de Candida spp., os valores do indice ceos estavam
na categonia de 1 a 4; entre as criangas que demonstraram valores entre 100 a 400 UFC/mi
de Candida spp., 81.8% apresentaram valor médio do indice ceos na categoria de 1 a 4 e
18,2% apresentaram valor médio do indice ceos na categoria de 5 a 10. Para as criangas que
demonstraram valores > 400 UFC/ml de Candida spp.— considerados acentuados — 20%
apresentaram valor médio do indice ceos na categoria de 1 a 4, 60% na categoria de 5 a 10
e 20% apresentaram valor medic do indice ceos > 10. Entre as criancas com crescimento
negativo para Candida spp., 88,8% apresentaram indice ceos na categoriade 1 24 e 11,2%

na categoria de 5 a 10. Somente duas criangas livres de cane apresentaram colonizagio por
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Candida spp., vma demonstrou valores de 100 a 400 UFC/ml de Candida spp. ¢ a outra >

406 UFC/ml
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Gripos Experimentais

7 GC - Criangas cdrie-ativas

GH — Criancas livres de earie () N° de criancas

Figura 1 — Ocoméncia de Candida spp. em criangas com cérie precoce m infincia e em
criancas livres de carie. (Teste Qui-Quadrado, p < 0,05).
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Tabela 3 - Densidade do isolamento de Candida spp em relagdo ao indice ceos no grupo de

crancas carie-ativas.

Densidade da ceos Total
colonizacio
1-4 5-10 >10
n % n %% n % n Yo
0 colonias ] 33.8 1 112 0 0,0 9 100
0 a100 colénias 7 100 0 0,0 0 0,0 7 100
100 a 400 coldénias 9 81,8 2 182 0 0,0 11| 100
> 400 colonias 1 20 3 60 i 20 5 100
Total 25 7R.1 6 18,7 1 3.2 32 | 100
(n=32)
Valores de p 0,04 - 10,0007] - [0,0004] - - -

(Teste Qui-Quadrado, p <0,05)

A FIG2 registra a relagdo significativa observada entre a densidade da
colonizagio por Candida spp.e o perfil da atividade de cirie das 32 criancas carie-ativas de
acordo com os grupos dentarios acometidos por carie {( p < 0,05). Entre as criangas que
apresentaram lesGes de carie apenas nos incisivos centrais superiores, 9% demonstraram
valores < 100 UFC/ml de Candida spp., 18,2% demonstraram valores entre 100 a 400
UFC/ml de Candida spp. ¢ 72,7% ndo apresentaram esse microrganismo. Enitre as criancas
que demonstraram lesOes de cdrie nos incisivos e molares, 28,5% demonstraram valores <

100 UFC/ml de Candida spp., 42,8% demonstraram valores entre 100 a 400 UFC/ml de
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Candida spp., e 23,8% demonstraram valores > 400 UFC/ml de Candida spp. e apenas

4,7% nfo apresentaram esse microrganismo.
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34+
28
19
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Candida spp. (%)
17, ]
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" -

K-l
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0 <100 100-400 >400
UFC/mL de Candida spp.

B Carie nos incisivos B Carie nos incisives e molares

Figura 2 - Densidade da colonizagiio por Candida spp.em relagiio ao perfil de atividade de
céarie em 32 criangas cérie-ativas de acordo com os grupos dentdrios acometidos por cirie.
{Teste Qui-Quadrado, p < 0,05)

5.2.2 Distribuiciio intrabucal de Candida spp.

Os dados obtidos na recuperagio de Candida spp. com base nos sitios
anatdmicos intrabucais, biofilme dental ¢ saliva estudados, pama as crisngas carie-ativas ¢
livres de carie estio expressos na FIG.3. Nas criancas cdrie-ativas observou-se valores de
UFC/ml de  Candida spp. significativamente maiores no biofilme dental 84 x 10° UFC/mi),
comparados aos valores obtidos para o dorso lingua (3,5 x 10° UFC/mi), mucosa jugal (9,9

x 10° UFC/ml), palato (4 x 10* UFC/ml), sativa (2 x 10 UFC/ml) e significativamente
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menor comparado ao valor total de UFC/ml de Candida spp. obtido da cavidade bucal (1,3
x 10* UFC/mi), ndio sendo observada diferenca significativa quanto aos valores de UFC/ml
obtidos da saliva, mucosa jugal e palato. Para as criangas livres de cérie observou-se
valores de UFC/ml de Candida spp. significativamente maiores no dorso da fingua (3,1 x
10° UFC/ml), comparados aos valores obtidos para a saliva {zero UFC/ml), mucosa jugal
(24 x 107 UFC/ml), palato (0.9 x 10> UFC/ml) e biofilme dental (0,7 x 10° UFC/ml), ndo
havendo diferenca significativa entre os valores médios de UFC/ml de Candida spp.
obtidos do dorso da lingua e o valor total de UFC/ml de Candida spp. obtido da cavidade
bucal (3.5 x 10° UFC/ml). Nao foi observada diferenca significativa quanto aos valores de
UFC/ml obtidos da saliva, mucosa jugal, palato ¢ biofilme das criancas livres de carie, mas
esses valores foram significativamente diferentes do valor total de UFC/ml de  Candida spp.
obtidos da cavidade bucal dessas criancas. Esses dados permitiram observar uma diferenca
significativa nos valores médios de UFC/ml de Candida spp. no biofilme dental e no valor
total obtido para a cavidade bucal entre as criangas do grupo GC e GH, sendo que para o

domso da lingua, palato, mucosa jugal e saliva, nfio houve diferenga significativa para os

dois grupos.

70



700

600

500-

400

300

200 Ac Aa

UFC/mL deCandida spp.

100

Ad Ab Ad_Ab

.A.d Ab

H T T — T - 1
Saliva Mucosa Lingua  Palato Biofilme  Total
Jugal

=]

Criangas céarie-ativas B Criancas livres de cérie

Figura 3 - Distribuicdo de Candida spp. em rtelacfio aos sitios intrabuecais, biofilme dental e
saliva mas criancas carie-ativas ¢ livres de carie, na fase pré-tratamento. (Teste de Tuckey, p
< 0,05, dados transformados em Log, ANEXO 10) As letras minusculas comparam dentro

dos sitios ¢ as letras maiisculas comparam entre criangas cérie-ativas e livres de cérie.

5.2.3 1dentificacio das espécies de Candida spp.

Os dados obtidos na identificacio das espécies de Candida, com base na

freqiiéneia de cada espécic pas criangas carle ativas que apresentaram  esses

microrganismos e no total de leveduras isoladas, acham-se expressos na TAB. 4. Observou-
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se que entre as 23 criangas positivas para Candida spp. do grupo GC, do total de 32
examinadas inicialmente, a espécie predominante foi Candida albicans (82.6%), seguida
por Candida tropicalis (21.7%), Candida parapsilosis (21.7%). Candida krusei (4.34%) e
Candida spp. (4.34%). A espécie C. albicans também apresenton predomindncia
significativa enire o total de leveduras isoladas (84,7%), seguida por Cuandida tropicalis
(11%), Candida parapsilosis (3,43%), Candida krusei (0,4%) ¢ Candida spp. (0,34%).
Entre as criangas carie-ativas 69,5% apresentaram apenas a espécie C. albicans e 6 criancas
(26,1%) foram multicolonizadas, sendo que €. albicans se apresentou em associacdio om
as seguintes espécies: C. fropicalis (1 crianga), C. parapsilosis e C. krusei (2); C.
parapsilosis (1); C. tropicalis (1); Candida spp.(1). Apenas uma crianga apresentou
somente a espéeie C. parapsilosis. Entre as duas criancas livies de carie, uma apresentou
somente Cuandida albicans e a outra foi multicolonizada pelas espécies Candida albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis, sendo que C. albicans representou predomindncia
significativa {(p < 0,05) de 793% do total de leveduras isoladas, seguida por Candida
tropicalis (13.8%) e Candida parapsilosis (6,9%).

A freqliéncia intabucal das 291 espécies de Candida identificadas,
pertencentes & criangas carie-ativas e livres de céarie, estd representada na FIG4. No
biofilme dental das criancas cdrie-ativas e livres de carie, 100% das espécies identificadas
eram C. albicans. Na mucosa do palato foram identificadas as espécies C. albicans e C.
tropicalis nas criancas carie-ativas e C. albicans e C. parapsilosis nas criangas livres de
carie. No dorso da lingua foram identificadas as espéeies C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis ¢ Candida spp. nas cnangas cére-ativas e C. albicans e C. fropicalis nas

criancas livres de cdrie. Na mucosa jugal das criangas carie-ativas foram identificadas as
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espécies C. albicans, C. parapsilosis ¢ C. krusei e na saliva foram detectadas C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis. Nas criangas livres de carie foramn identificadas somente C.

albicans na mucosa jugal e na saliva.

Tabela 4. Freqiéncia das espécies de Candida isoladas da cavidade bucal das criancas

cérie-ativas.
Espécies de Candida Numero de Fregiiéncia Numero de Freqiiéncia
individuos " Absoluta* isolados por  Relativa®™* de
de isolamento espécie isolamento de
de Candida Candida spp.
spp.

Candida albicans 19 82,6% 222 84,7%

Candida tropicalis 5 21,7% 29 11%

Candida parapsilosis 5 21.7% 9 3,43%

Candida krusei 1 4.34% 1 0,4%

Candida spp. 1 4,34% 1 0.4%

* Parg as 23 criangas positivas para Candida spp.
*% Para o niumero total de 262 isolados.
+ 6 criangas foram colonizadas por miltiplas espécies
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Figura 4. Distribuigio intrabucal das espécies de Candida identificadas no gnpo de

criancas carie-ativas ¢ livres de carie.
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53 Tempo experimental final (T2)
5.3.1 Ocorréncia de Candida spp. antes e apés o tratamento dental

Os dados relacionados a prevaléneia de Candida spp. nos grupos GC e GH,
antes ¢ apos o tratamento dental, estdo expressos na FIG.5. Redugio ndo significativa
(Teste Qua-Quadrado, p > 0,05) de 75% para 62,5% na ocorréncia de Candida spp. no
grupo GC e aumento significativo (p < 0,05) de 13,34% para 33,34% na ocorréncia de

Candida spp. no grupo GH, foram observados.
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Ocorréncia de Candida spp.
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BGC B GH

Figura 5. Ocomréncia de Candida spp. nas criangas cérie ativas e Ivres de cérie antes do

tratamento (T1) e apos o tratamento (T2).
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5.3.2 Densidade da colonizaciio intrabucal por Candida spp. antes ¢ apds o tratamento
dental

Os valores médios de UFC/mi de Candida spp. da cavidade bucal das criangas
caric-ativas e livies de carie, antes e ap0s o tratamento dental, estio demonstrados na
FIG.6. Os resultados revelam que houve redugio significativa (p < 0,05) de 1,3 x 107
UFC/ml para 6,1 x 10° UFC/ml no grupo GC e reduciio nfio-significativa f > 0,05) de 3,5

x 10 UFC/ml para 1,7 x 10° UFC/ml no GH.

UFC/ml. de Candida spp.

Criangas cirie-ativas Criangas livres de carie

BTi BT2

Figura 6. Densidade da colonmizagio intrabucal por Candida spp. nas criangas cérie-ativas e
livres de carie antes (T1) e apds (T2) o tratamento dental. (Teste de Tuckey, p < 0,05,
ANEXO 10).
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A TAB. 5 presenta os dados obtidos da distribuicio das criancas carie-ativas ¢
livres de carie de acordo com a densidade da colonizacdo por Candida spp., expressa em
UFC/ml. Os dados permitem constatar que entre as criancas carie ativas houve reducio
significativa (p < 0,05) da prevaléncia de criangas que apresentavam valores de UFC/mi de
100 a 400 (de 37,5% para 25%) e > 400 (de 31, 25% para 12,5%), antes e ap0s o tratamento
dental, respectivamente, Ainda para esse grupo houve aumento significativo de 6,25% para
25%, referentes a prevaléncia de criangas que apresentavam valores < 100 UFC/ml e
aumento significativo das criangas ndo colonizadas por Cundida spp. (de 25% para 37.5%).
No grmupo de criancas livres de carie houve redugio sigmificativa das criangas ndo
colonizadas por Candida spp.. de 86,7%, antes do tratamento dental, para 66,7%, apés o
tratamento dental e aumento significativo das criangas que apresentaram < 100 UFC/ml, de
0% a 20%, antes e apds o tratamento dental, respectivamente. Duas criangas positivas para
Candida spp que micialmente apresentaram entre 100 a 400 UFC/mi e > 400 UFC/ml desse
microrganismo, respectivamente, mantiveram essa densidade de colonizagio na cavidade

bucal apés o tratamento dental,
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Tabela 5. Distribuigdo das criangas com céarie precoce na infincia e livres de carie de

acordo com a densidade da colonizacdo por Candida spp. apresentada antes € apos ©

tratamento dental
Grupos
UFC/mi
Candida spp. GC GH
{(n=16) {n=15)
Pre-tratamento Pos -tratanl:ento Pré-tratamento Pés-tratamento
dental denta dental dental
Zero 4 (25,0%) 6(37,5%) 13 (86,66%) 10(66,6%)
0,0 - 100 1 (6,25%) 4 (25,0%) 0 (0,0%) 3(20%)
100 — 400 6 (37.3%) 4 (25,0%) 1 (6,66%) 1(6,66%)
> 400 5(31,25%) 2 (12,5%) 1 (6,66%) 1 (6,66%)
Valores dep 0,0000004 0,000001 0,01 0,01

(Teste Qui-Quadrado, p < 0,05)

5.3.3 Distribuicdo intrabucal de Candida spp. nas criangas cirie-ativas, antes e apoés o

tratamento dental

O valor médio de UFC/ml de Candida spp. nos sitios mfrabucais, biofilme

dental e saliva das criangas cdrie-ativas foram comparados antes € apds o tratamento dental,

conforme observado na FIG.7. Foram observadas redugdes de 2 x 10° UFC/ml de Candida

spp. para 1.2 x 10° UFC/ml na saliva, de 9,9 x 10° UFC/ml para 0,5 x 10° UFC/ml na

mucosa jugal, de 35 x 10° UFC/ml para 1 x 10° UFC/ml no dorso da lingua, de 4 x 107

UFC/ml para 0.9 x 10° UFC/ml no palato e de 8,4 x 10° UFC/ml para 4,8 x 10° UFC/ml no
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biofilme dental. No entanto, a amostra apresentou um alto coeficiente de variacio e essas

reducdes ndo foram significativas (ANEXO 10).
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Figura 7 - Distribingiio de Candida spp. em relagio 208 sitios intrabucais, biofilme dental
¢ saliva das criangas céric-ativas antes e apos o tratamento dental. (Teste de Tuckey, p >
0,05).

5.3.4 Distribuicie intrabucal de Candida spp. nas criancas livres de cirie antes e
apés o tratamento dental,

O valor médio de UFC/ml de Candida spp. nos sitios intrabucais, biofilme
dental ¢ saliva das criancas livies de carie antes e apdés o tratamento dental, conforme
observado na FIG.8, foram respectivamente: zero UFC/ml e 3 x 10° UFC/ml na saliva, 2,4 x
10% UFC/ml e 2.2 x 10? UFC/ml na mucosa jugal, 3,1 x 10° UFC/ml ¢ 1,1 x 10* UFC/mi no

dorso da lingua, 9 x 10 UFC/ml e 2 x 10° UFC/ml, no palato, e 7 x 10 UFC/ml e 5 x 10°
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UFC/ml no biofilme dental, sem que tepha sido observada diferenca significativa nos

valores de UFC/ml antes e apds o tratamento dental.
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Figura 8 - DisinibuicBio de Candida spp. em relaciio aos sitios intrabucais, biofilme dental e
saliva das criangas livres de céric antes e apos o tratamento dental(Teste de Tuckey, p >
0,05)
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6. DISCUSSAO

6.1 Ocorréncia de Candida spp. em criancas com carie precoce na infincia e livres de

carie

A andlise da freqliéncia de Candida spp. na cavidade bucal das criancas (64) que
compuseramn  a amostra inicial, revela diferenca significativa na prevaléncia desse
microrganismo entre as criancas (32) com carie precoce na infancia (71,87%) e as criancas
(32) livres de carie (6.25%). Na literaiura disponivel ndo ha dados de estudos semelhantes
realizados em criangas com carie precoce na infancia, especificarmente associada ao uso de
mamadeira, em faixa etdria similar 4 de nossa amostra. No entanto, a associagio de lesdes
de carie com maior prevaléncia da colonizagdo da cavidade bucal por Candida spp. tem
sido proposta por varios autores (HODOSON & CRAIG, 1972; GABRIS er al., 1999,
SZIEGOLEIT ef al., 1999; RADFORD et al., 2000; MOALIC ef ¢l, 2001 e STARR eral.,
2002). em estados conduzidos com amostras de criancas em diferentes faixas etdrias, como
exposto na TAB.6.

Tabela 6 ~ Prevaléncia de Candida spp. em populacdes carie-ativas

Autores No. de 1dade Prevaléncia de
individuos na Candida spp.
amostra
Hodoson & Cratg, 1972 32 3-6 anos 56%
Gabris et al., 1999 181 14-16 anos 53,6%
Saegoleit e al., 1999 54 adolescentes 66,7%
Radford et al., 2000 39 1 ano 23.7%
Moalic et ¢l., 2001 135 21,3 anos em média 55%
Starr et al., 2002 150 8-12 anos 47%
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A prevaléncia de Candida spp. em populagdes de criangas com cérie nesses
estudos varia amplamente, 0 que pode ser explicado em parte devido & diferencas na
técnica de amostragem ¢ faixa etiria das criancas, além de outros fatores predisponentes,
como dieta, habitos de succHo, erapia antimicrobiana, que podem estar presentes ¢ varar
de uma populacfio para outra, influenciando os resultados.

As criangas com cdrie precoce na infincia apresentaram indice ceos médio de
3,56, que expressou exclusivarmmente o numero medio de lesbes de carie encontradas
{componente “c” do indice). O valor médio desse indice encontrado no presente estudo €
superior aos relatados por outros estudos, no Brasil, realizados em populacdes de faixa
etaria similar (BEZERRA er al., 1990; MATTOS-GRANER et al., 1996). Valores elevados
para esse indice s30 esperados em nossa amostra, devido ao padrio de desenvolvimento da
carie rampante, associada ao uso de mamadeira, que se caracteriza pela rapidez em que
ocorre perda de substancia dental, comparada a outras lesdes de cérie em criangas.

A densidade da colonizacio por Candida spp. na cavidade bucal das criancas
com care precoce na infincia foi significativamente relacionada a valores elevados do
indice ceos (Teste Qui-Quadrado, p < 0,05), conforme os dados apresentados na Tabela 3.
Entre as criancas cdrie-ativas que apresentaram indice ceos de 1 a 4, 32% foram negativas
para a presenca de Cundida spp. e 64% apresentaram namero inferior a 400 UFC/ml. Entre
as criangas do mesmo grupo com indice ceos entre 5 e 10 e superior a 10, 57%
apresentaram mais do que 400 UFC/ml. A associaclio entre valores de UFC/ml de Candida
spp. acima de 400 e atividade de céne acentuada, foi proposta anteriormente por

PIENIHAKKINEN (1988). A presenga de candidose cronica ou aguda (OLSEN &
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STENDERUP, 1990) também tem sido relacionada a individuos com niimero superior a
400 UFC/ml de Candide spp. na saliva. Embora em nossa amostragem as criangas com
indice ceos elevado apresentem valores de UFC/ml maiores que 400, ndo foram observadas
manifestacdes orais sugestivas de candidoses, pelo menos no momento da obtencidoe dos
dados. Enfre as criancas com carie precoce na infincia, 34,4% apresentaram lesdes de carie
apenas nos incisivos centrais superiores € 03,6% apresentaram atividade de carie nesse
grupo dentirio ¢ nos molares. Tal fato demonstra o perfil da atividade de care na
populacdo estudada. O desenvolvimento de lesGes de carie estd intimamente relacionado
com a cronologia de irompimento dentério. pois o acometimento das superficies dentdrias,
¢ decorrente da quantidade de tempo em que estas estio expostas aos fatores de risco
presentes no meio bucal. Como pode ser observada na FIG.2, a densidade da colonizacdo
por Candida spp. foi significaivamente maior nas criancas que apresentaram lesdes de
cérie nos incisivos ¢ molares, comparada & criancas com lesdes apenas nos incisivos,

Varias explicagbes baseadas em dados disponiveis na literatura cientifica so
plausiveis de serern formuladas para explicar a hipotese de que individuos céarie-ativos
apresentam maior densidade da colonizagio por Candida spp. Uma dessas explicaces
baseia-se em resultados de estudos que tém relatado o cultive de espécies de Candida
diretamente do material carado (JACOB er af, 1998; SZIEGOLEIT et af, 1999,
MARCHANT et al., 2001), sugerindo que as lesdes de carie em dentina possam representar
reservatorios  intrabucais para re-infecc@o e proliferacBo  desses  microrganismos.
MARCHANT er al., 2001, relataram fregliéncia significativamente maior de C. albicans (p
< 0,05) e outros microrganismos acidiricos e ndo-acidiricos, na dentina infectada

proveniente de lesdes de carie precoce na infincia comparadas a amostras do biofilme
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dental de criangas livres de cdrie. Segundo os autores, as lesdes de carie precoce na infincia
apresentam uma microbiota complexa em termos de composigio e diversidade genotipica
das espécies e a assoclagdo das diversas comunidades microbianas nessas lestes, pode ser
indicativo de que diferentes comunidades tenham igual capacidade de causar a cérie dental
ou que representem diferentes estigios de desenvolvimento das lesdes. Ouma explicagio
baseia-se na hipdtese de que a proliferacio das espécies de Candida pode ser favorecida
pelas condi¢des intrabucais que podern estar presentes em ndividuos cdre-ativos, como
baixo pH, alta disponibilidade de carboidratos fermentaveis, higienizacdo deficiente, baixo
fluxo salivar e interacles com a microbiota.

A microbiota bacteriana indigena representa um  ecossistema microbiano
altamente competitivo, podendo restringir o crescimento de C. albicans, mas ndo
eliminando completamente esse microrganismo do biofilme formado sobre a mucosa
(ROGERS & BALISH, 1980). Por cutro lado, existem evidéncias de interages de Candida
com biofilmes bacterianos na cavidade bucal (HOLMES et al., 1995). C. albicans co-
agregam e co-aderem a certas espécies de estreptococos bucais e para algumas espécies,
como Streptococcus gordonil, as proteinas salivares aumentam essas interagdes. S. gordonii
¢ um componente comum da microbicta bucal humana e exibe amplas propriedades de
aderéncia, sendo um multr-mediador de co-agregacles intra e intergenéricas bacterianas,
além de possuirem adesinas que reconhecem uma ampla variedade de receptores
cucaridticos, assim cormo receptores polissacaridicos que sdo reconhecidos por C. afbicans,
possibilitando multiplas inferagdes receptor-adesina entre esse Imicrorganismo e a espécie
C. albicans, agindo como um estabilizador da associagio antimicrobiana (HOLMES er al.,

1995). As espécies S oralis e S. sanguis também apresentam alta afinidade a celulas
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leveduriformes, porém S. mutans ndo apresentam a arquitetura da superficie celular
necessaria para suportar a aderéneia de C. albicans (JENKINSON, 1990). Estudos firturos
sd30 necessdrios para estabelecer as interagOes microbianas na cavidade bucal em presenca
de céaries, podendo elucidar a proliferagdo de Candida spp. em individuos carie - ativos.

Quanto aos sitios intrabucais amostrados, biofilme dental e saliva, os resultados
apresentados na FIG.3, demonstram que em criancas carie-ativas houve maior prevaléncia
de Candida spp. no biofilme dental presente sobre a superficie vestibular dos incisivos
superiores, seguida pelo dorso da lingua. Confrariamente, as criangas livies de care
apresentaram maior prevaléneia de Candida spp. ro dorso da lingua, com menor
prevaléncia no biofilme dental, quando comparado aos outros sitios amostrados.

Tem sido sugerido que o dorso da lingua € o principal reservatério bucal de
Candida spp. ¢ que outros sitios intrabucais ¢ a saliva sdo colonizados secundariamente
(ARENDORF & WALKER, 1980; STENDERUP, 1990), 0 que também revelam os nossos
dados referentes & criancas livies de carie. As papilas linguais oferecem uma ampla area
de superficie para a aderéncia de Candida e possivelmente protege os microrganismos da
remogio durante a alimentagio e salivagiio. As lesbes de candidose sdo mais freqiientes
sobre a lingua, mucosa jugal ¢ palato (STENDERUP, 1990), o que indica um padrio de
colonizacfo intrabucal por Candida spp. prefemcial por esses sitios, os quais coincidem
com as regides mais fregiiente ¢ densamente colonizadas no grupo de criangas livres de
carie em nosso estudo.

A maior prevaléncia de Candida no biofilme dental de criancas com cérie
precoce na infincia, sugerem que esses microrganismos colonizam preferencialmente o

biofilme dental aderido & superficie dos dentes quando a concentragdo intrabucal do
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microrganismo ¢ alta. A presenga do biofilme dental abundante sobre as superficies dentais,
poderia ser explicada como um fator coadjuvante para a colonizagdo preferencial por
Candida ao biofiime dental nessa populagdo, baseando-se na observagio de que a
escovagdo dental de 62,5% das criancas cérie-ativas foi realizada pela pripria crianca, ou
estas ndo tinham esse habito, sendo que 62% apresentaram abundante presenca de biofilme
dental visivel. Por outro lado, as crangas livres de cdre apresentaramn rara ou moderada
presenga de biofilme dental. A higienizagdo ineficiente podera prolongar as condigdes de
baixo pH no biofilme dental e favorecer a selegio de microrgarsmos acidiricos, como C.
albicans (BRADSHAW ez al., 1989), 0 que pode parcialmente explicar a maior prevaléncia
de Candida spp. no biofime dental da superficie vestibular dos incisivos superiores das
criangas carie-ativas, comparada & prevaléncia apresentada nos demais sitios anatomicos
amostrados na cavidade bucal e saliva. A regido cervical das superficies dentais €
geralmente banhada nfo somente pela saliva, mas também por componentes do exsudato ou
soro derivado dos fluidos subgengivais e este fltimo tern demonstrado aumentar a
aderéncia fimgica ao biofilme (NIKAWA et al, 1996), o que pode ter sido uma das causas
da maior prevaléncia de Candida no biofilme dental em nosso estudo, considerando que as
amostras de biofilme na populagiio estudada foram coletadas do tergo cervical, seguindo a
linha da gengiva. Porém. os resultados sugerem estudos mais detathados sobre a
colonizagio preferencial de Candida spp. no biofilme dental de criancas com cérie precoce
na infancia.

A caracteriza¢iio morfologica e bioquimica de leveduras do género Candida, de
acordo com SANDVEN (1990), possibiliton a identificacio de 291 cepas de leveduras

desse género em espécies distintas, origindrias das 25 criangas positivas para culturas de
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Candida spp. da amostra inicial, pré-tratamento dental, e de 118 cepas, originarias das 15
criangas positivas para culturas de Candida spp. da amostra final, pos-tratamento dental. Os
dados obtidos demonstram predomindncia significativa (p < 0,05), em ambos o0s grupos, da
espécie C. albicans, que representou 84,7% do total de leveduras isoladas das cnancas
cérie-ativas e 79.3% das leveduras isoladas das criangas livres de carie. Corroboram com
nossos resultados diversos estudos na literatura, onde C. albicans geralmente emerge como
a espécie mais freqilentemente presente na cavidade bucal do homem, independente de
serem saudaveis ou doemtes (RUSSELL & LAY, 1973: LAY & RUSSELL, 1977,
MANNING er al., 1985; SHARP ez al, 1992; HANNULLA ez al., 1999).

No presente estudo, além de C. albicans, poucas outras espécies foram isoladas,
sendo identificadas as espécies C. wropicalis, C. parapsilosis,, C. krusei ¢ Candida spp. . em
ordem decrescente de prevaléncia. Nossos resultados estio de acorde com relatos da
literatura onde essas espécies geralmente representam menos do que 10% das leveduras
totais isoladas da cavidade bucal (ODDS, 1988). Com relagdo a freqiiéneia de isolamento
de espécies multiplas, a associacdo de C. albicans na cavidade bucal com outras espécies
do mesmo género ocorreu em 6 criangas carie-ativas e uma das duas criangas livies de
carie, revelando essa espécie em associacio com C. wropicalis, C. parapsilosis, Chrusei €
Cspp., o que pode ter ocomido, em parte, ao acaso, ou dependente de fatores
microbiolégicos, tais como comensalismo, simbiose, sinergismo ou anfibiose. Foi
constatado o aparecimento exclusivo de C. popicalis em uma crianga carie-ativa,
isoladamente.

RUSSELL & LAY, 1973: LAY & RUSSELL, 1977; SHARP er al, 1992;

MANNING et al., 1985 e HANNULLA et al., 1999, relatam que Candida albicans seguida
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de Candida parapsilosis sdo as espécies de maior fregiiéncia em criangas, o qual contrasta
com nossos resultados, onde a segunda espécie de maior fregiiéncia foi representada por C.
tropicalis. No entanto, nestes estudos as criancas apresentavam idade inferior a 24 meses,
enquanto as criancas incluidas em nossa amostra apresentavam idade superior. Em estudo
realizado por MOREIRA er ol (2001), em cnancas na faixa etdria de 6 a 9 anos de
diferentes classes sociais, da regifio de Piracicaba, a espécie predominante na cavidade
bucal esteve representada por C. albicans seguida de C. tropicalis, C. lrusei e C.
parapsilosis, em todos 0s niveis sécio-econdmicos. Ainda nesse estudo, C. albicans
apresentou associac@o com oufras espécies ern 5% dos escolares, na seguinte fregiiéncia: C.
albicans + C. tropicalis {2,52%), C. albicans + C. krusei (1,68%) e C. albicans + C.
parapsilosis (0,84%). o que se assemelha aos resultados apresentados em nosso estudo em
criangas de menor faixa etdria. Essas espécies estdo presentes em pequeno nimerc na
microbiota bucal de certa proporgdo de individuos nio-imunocomprometidos, sendo que a
presenca destas ndo ¢ necessaniamente indicativa de doenga. Por estarem ausentes na
literatura disponivel estudos sobre a dversidade de espécies de Candida em criangas cérie
ativas ou livres de carie em faixa etdria similar, esses dados nfio nos permitem maiores
consideracles. Estudos longitudinais em neonatos até o término da primena infincia e
estudos randomizados em criancas clrie-ativas auxiliaam a elucidar o padriio de
colonizaclio de espécies de Candida na cavidade bucal de criangas € a idade relacionada
com possiveis mudancas na prevaléncia de diferentes espécies, além de sugerir se alguma
outra espécie ndo-albicans apresenta predominincia relacionada a atividade de cérie em

criancas.

88



6.2 Andlise da influéncia do tratamento dental ¢ educacio em higiene bucal sobre a

colonizacio da cavidade bucal por Candida spp.

A densidade da colonizacdo por Candida spp. diminuiu significativamente no
grupo de criancas com canie precoce na infincia, apos o tratamento das lesGes de care ¢
instrugOes aos pais € criancas para os cuidados sobre higiene bucal de rotina, conforme
observado na FIG.6. No entanto, a proporcio de criancas carie-ativas colonmizadas por
Candida spp. nfo sofreu reducdo significativa apds o tratamento dental. Entre as 12
criancas inicialmente colonizadas que foram submetidas ao tratammento dental, 10 se
mantiveram positivas para culturas de Candida spp. na segunda coleta. Varios mecanismos
bioldgicos plausiveis podem explicar essa aparente persisténcia; talvez certa parcela dessas
criangas tenha sido continuadamente re-expostas ¢ re-infectadas por leveduras no ambiente
domiciliar; algumnas criancas podem apresentar maior ingestdo de actcares do que outras;
terapia antibidtica pode ter sido administrada a algumas das criancas durante o periodo de
esudo ou ainda certas criangas podem apresentar caracteristicas imunoldgicas que
favorecam a persisténcia desses microrganismos na cavidade bucal. Devido a esses fatores
nfo terem sido controlados em nossos estudos, nio podemos sugerm discriminagio entre
essas e outras explicagbes potenciais para a ndo diminuicdo da prevaléncia de Candida spp.
nas criangas cérie-ativas apds o tratamento dental. Entre as criancas livres de cdrie, trés
criangas diagnosticadas inicialmente como negativas para culturas de Candida spp., foram
positivas na segunda coleta, o que representou um aumento significativo na proporgdo de
cnangas colonizadas por Candida spp. nesse grupo. A presenga desses microrganismos na

cavidade bucal dessas criancas poderia estar abaixo do limite de deteccfio no momento da
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primeira coleta ou pode ter ocomido falhas técnicas no isolamento inicial desses
microrganismos, tendo sido esses detectados somente na segunda coleta. Consideramos
ainda, que essas criancas podem ter sido colonizadas por Candida spp. durante o intervalo
de tempo entre as coletas. Uma dessas trés criangas, inicialmente categorizadas no grupo de
criangas com denticdo higida, apresentou manchas brancas sobre os incisivos centrais
supertores no momento da segunda coleta, o que indica que a dieta, a ndo observincia das
mstrugdes sobre higiene bucal e outros fatores predisponentes, nio controlados em nosso
estudo, estiveram presentes nesse intervalo de tempo, possibilitando a colonizagio nessas
criangas. Os resultados relativos & prevaléncia de Candida spp. tanto em criangas com cdrie
precoce na infincia, quanto livres de carie revelam novamente a necessidade de estudos
detathados sobre a estabilidade da colonizagiio desses microrganismos em criancas com
pouca idade.

Os resultados do presente estudo, somados & caréncia de dados na literatura
especifica, nio nos permitemn uma afirmacfo definitiva de que o tatamento dental e a
educac3o sobre higiene bucal, separadamente ou em combinagio, causam uma reducio na
prevaléncia de Candida spp. na cavidade bucal. Contudo, a possibilidade de que isto
ocorra, € que tenha exercido influéncia na redugio da densidade da colonizagio no presente
estudo, é consistente com observacdes de resultados de outros estudos, assim bem como
testes randomizados, gue embora incluam amostras de individuos de maior idade do que os
apresentados nesse estudo #m demonstrado a eficacia do tratamento da carie efou higiene
bucal em prevenir a colonizagio ou persisténcia de C. albicans na cavidade bucal
(SZIEGOLEIT er al., 1999; STARR et al, 2002). Em um estudo em que criangas carie-

ativas, positivas para C. albicans, foram selecionadas aleatoriamente para receberem
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restauracdo completa dos dentes cariados, ou tratamento com anfotericina B, 9 de 10
criangas pertencentes ao grupo que foi tratado com restauracSes, ndo apresentaram C.
albicans apbs o tratamento, comparadas com somente uma entre as [0 criamcas que
receberam o tratamento com anfotericina B (SZIEGOLEIT er af., 1999). As criancas desse
estudo (SZIEGOLEIT ef al., 1999) estavam na faixa etiria de 215 anos. Em nosso estudo
as criancas apresentavam de 2 a 3 anos de idade (SD + 0,25). A maior redwio de Candida
apdés o tratamento dental, relatada nesses estudos em populagdes de criancas mais velhas,
pode refletir o fato de que cniancas com majs idade tendem a apresentar menor prevaléncia
de C. albicans comparadas a criangas de menor idade.

Os rmesultados obtidos nesse estido sugerem que miltiplas lesdes de cane
podem representar um importante fator predisponente para a colonizagio da cavidade bucal
de criangas com pouca idade. As lesdes de carie em dentina podem representar um maior
nimero de sitios de retencdo e proliferagdo para leveduras. Nosso estudo foi conduzdo de
modo a limitar os fatores que poderiam influenciar a colonizagiio da cavidade bucal por
Candida spp. Primeiro, a populaciio estudada era relativamente hornogénea quanto ao
habito de aleitamento através do uso de mamadeira contendo solugbes agucaradas e
oferecida vanas vezes durante o dia ¢ em média duas vezes durante a noite, sendo este um
fator de mnclusdo das criangas ern nosso estudo, tanto para o grupo de cérie-ativos quanto
para os livres de céme. Segundo, para limitar a influéncia do nivel sécio-econdmico na
prevaléncia de Candida spp. na cavidade bucal, 67% das criancas de nossa amostra foram
selecionadas da classe D ¢ 33% da classe E. Terceiro, todas as criangas carie-ativas

receberam tratamento restaurador com um igual compdsito, embora nfo haja na literatura
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evidéncias de que a colonizagdo de C. albicans seja diferentemente afetada por restauracdes
de amdlgama ou outros materiais restmuwadores altemativos. Entretanto, alguns fatores
permanecem impossiveis de serem controlados e podem ter exercido efeito sobre os
resultados. O habito da sucglio de chupeta, dieta rica em carboidratos, incluindo a ingestdo
diaria e freqiiente de doces e “guloseimas”. ou a deficiéncia de certos fatores na dieta, como
ferro, zinco e wvitamina K (SAMARANAYAKE, 1986a) sdo fatores que tém sido
relacionados, tanto & maior prevaléncia de Candida spp. na cavidade bucal de crangas,
quanto & maior prevaléncia de céries, porém esses fatores ndo foram avaliados em nosso
estudo.

Quanto ao processo de cdrie dental, nossos resultados € os poucos dados na
literaura sobre ¢ assunto (SZIEGOLEIT et al, 1999; MOALIC e af, 2001), sugerem
maiores investigacGes sobre o microrganismo como odontopatogeno. A espécie Candida
albicans possui caracteristicas acidogénicas ¢ heterofermentativas, particularmente sob
condi¢hes ricas em carboidratos (SAMARANAYAKE e al., 1986a). Em um estudo in
vitro, foi demonstrado sinal inequivoco de caries na presenca de C. albicans e que essa
espécie € capaz de formar um biofilme aderente sobre a superficie denmtal sem qualquer
suporte da microbiota bacteriana. Apds a adicdo de carboidratos de baixo peso molecular
(glicose, sacarose), 08 valores de pH no biofilme diminuem para 4.9-5.1. Mantendo-se o
experimento por varios dias, a destruicio da superficie do esmalte foi demonstrada por
microscopia eletrdnica de varredura (WETZEL er al., 1997). Essas observagbes séo
confirmadas por outro estudo conduzido por SEN ef al, 1997, que demonstraram que o
esmalte, 0 cemento e a dentina sdo facilmente colomizados por C. albicans e que as hifas

desse microrganismo podem penetrar em micro-rachaduras da superficie dental e migrarem
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para o interior dos tibulos dentindrios. Assim, a suposicdo de que Candida spp.
comportanrse como saprofitas inofensivos no ambiente em presenca de caries pode estar
mcorreta.

Embora as leveduras do género Candida sejam consideradas habitantes normais
da microbiota indigena de individuos saudaveis. a observacdo, afravés dos resultados
obtidos neste estudo em conjunto com os dados apresentados na literatura, de que criangas
cirie-ativas apresentam maior fregiiéncia da colonizago da cavidade bucal por Candida
spp., principalmente do biofilme dental, comparadas & criancas livies de care em igual
faixa etdria, ressalta a importincia de estudos aprofundados sobre a presenca desses
microrganismos nessa populacio, j& que em circunstincias onde o organismo do hospedetro
apresenta wn débito nas respostas imunes ou deficiéncias hormonais, akm de uma série de
ouiros fatores, esses microrganismos podem causar sérios problemas locais e sistmicos a
saude do individuo.

Considerando um outro aspecto, os fingos do género Candida podem estar
implicados como possiveis coadjuvantes no desenvolvimento de céries, sendo que os
mecanismos envolvidos nesse processo permanecem pouco esclarecidos. Pesquisas futuras
referentes aos fatores de viruléncia sitio-especifico requeridos para o desenvolvimento da
doenca, como expressdo de adesinas, enzimas de degradacdo, fingbes catabolicas,
interagdes com a microbiota, tanto do biofilme dental formado sobre superficies dentais
saudaveis, como sobre lesdes de carie, auxiliaiam na elucidagio do papel desses
microrganismos na etiologia da carie dental. Nossos dados ndo permitiram observar
reducio na prevaléncia de Candida spp. em criangas com carie precoce na infancia na faixa

etaria estudada, apds o tratamento dental, como observado nos poucos estudos similares
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relatados na literatura em criancas de maior faixa etiria (SZIEGOLEIT er al, 1999;
STARR ef al, 2002), apesar de ter sido observada uma reducfio na densidade da
colonizagio (UFC). Consideramos que essa questio poderia ser elucidada afravés de
investigacdes futuras sobre o tempo e estabilidade da colonizacdo bucal por Candida spp..
em criangas durante a primeira infincia, além de estudos que estabelecam a relagio do
tratamento dental com a prevaléneia intrabucal de Candida spp. em uma amostragem maior
de criangas com carie precoce na infincia, com um maior confrole dos pardmetros clinicos,

como dieta, pH e fluxo salivar, habitos de sucgdo e outros,
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7. CONCLUSOES

7.1 - Criangas com cdre precoce na infincia apresentam maior fregiiéneia da
colonizagio da cavidade bucal por Candida spp., comparadas & criangas de igual
faixa etaria, livres de cérie.

7.2 - Em criangas com carie cdre precoce na mfincia, Candida spp. coloniza
preferencialmente o biofilme sobre as superficies vestibulares dos ncisivos
centrais e secundariamente o dorso da lingna.

73 - A especie de Candida predominante, tanto na cavidade bucal saudavel quanto em
presenca de caries, € a espécie albicans.

7.4 - Crian¢as com carie precoce na infincia que apresentam indice ceos elevado (>10)
e presenca de lesdes de cirie nos incisivos superiores e molares apresentam
maiores niveis de UFC/mi de Candida spp. (>400) na cavidade bucal;

7.5 - Criangas com cérie precoce na infincia na faixa ectiria de 2 a 3 anos, colonizadas
por Candida spp., mantém a colonizagio mesmo apds o tratamento dental.

7.5 - O tratamento dental restaurador diminui a densidade de Candida spp. na cavidade

bucal.
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ANEXO 1

Caracteristicas bioquimicas, de microcultivo ¢ formagio de tubo germinativo de espécies do

género Candida.

Espécies de Fermentacdo Assimilacio TG PH.
Candida
Gl | Sac. [ Ma. | la. | GL [Ga |Sac|Ma | La. | X¢v
C. albicans AG T ATTAG | 7+ S B B T =
C. dubliniensis AGTAFTAGT -~ [~ [ =171~ T s
C. guilliermondii AG [ATAC - T T T T . y
C. brusei AGT -1+ SR - . - —
C. parapsilosis AG [ 7~ 1 - | - | =1 7 17|~ ¥ . ~
C. pseudotropicalis | ¥V | V | V VT F T s F V| - T
C. tropicalis ACIAGTAG [T+ [ [~~~ 1 - ¥ - =
C. glabrata AGT -7+ T - - . -

Baseado em SAMARANAYAKE & Mc FARLANE, 1990 e SANDVEN, 1990,

A= producio de 4cido

B= produgdo de gas
V= variavel (+ou-)

T.G. -~ Tubo Germinativo

C. = Clarnidésporos
P.H. = Pseudo-hifas
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ANEXO 2

Padrfio de cérie na denficdo decidua de criangas com carie rarnpante:

Incisivo Incisivo Canino Primeiro Segundo
Central Lateral Molar* Molar*
Superficie Max |Mand | Max |Mand | Max | Mand | Max | Mand | Max | Mand
Vestibular X X X X
Lmgual X X X X
Mesial X X X X
Distal X X X X
Oclusal - - - - - - X X X X
Rippa, 1988

¢ Qutras superficies poderdo estar envolvidas.
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ANEXO 3

Titulo da pesquisa: Prevaléncia de Candida spp. em criancas com cdrie precoce na
infincia, antes e apos o tratamento odontolégice

Pesquisadores: Magda Elizabeth Baglioni Gouvéa; Prof. Dr. José Francisco Hofling

Local: FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA - UNICAMP

Introduco: Por favor, leia este termo cuidadosamente, pois as informagdes a
seguir irdo descrever esta pesquisa e sua fungdo nela como participante. Caso tenha
gualquer duvida sobre este estudo ou termo, vocé deverd esclarecé-la com os pesquisadores

responsaveis pelo trabalho.

Proposito: Vocé esta tendo 2 oportunidade de participar de uma pesquisa cujos
objetivos principais s3o o estudo de algumas espécies de microrganismos que geralmente
estdo presentes na boca de seres humanos saudaveis. O microrganismo que iremos estudar
pertence ao género Candida, que estd relacionado com manifestacdes orais como a
candidose (por exemplo, as placas brancas que aparecem na boca de alguns recéme-nascidos
durante os primeiros meses de vida, chamada popularmente de “sapinho™). Nosso objetivo
¢ estudar a presenga deste microrganismo na cavidade bucal de voluntirios que nfio tenham
ou tenham tido cdrie e voluntdrios que tenham carie ativa. Estes dois grupos de voluntirios
participardo de um programa preventivo e restaurador (no caso da presenca de cérie). Serdo
coletadas amostras da saliva de crianga, da bochecha, da superficie da lingua e da superficie
dos dentes, passando-se delicadamente uma haste de algodio esterilizada sobre estas
superficies (sernelhante a um “cotonete™). Esta coleta serd feita na primeira consulta, antes
da crian¢a comegcar o tratamento, e no final deste. Os resultados desta pesquisa irdo mostrar
s¢ a doenca carie, ¢ outros fatores exercem influéncia na presenca ou ndo destes
microrganismos, € se apos o tratamento da doen¢a carie a quantidade e o tipo de
microrganismo se alteram. Voc€ deve decidir se deseja ou ndo colaborar com esta pesquisa,

entendendo-a o suficiente para fazer uma decisdo consciente.
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Descricio do estudo: Participardo deste estudo criangas na fhixa etarda de 24-36

meses de idade, de ambos os sexos. Os voluntirios da pesquisa serfio divididos em dois
grupos: Grupe 1 - criangas que apresentern carie dental e Grupo 2 - criangas sem carie. O
tratamento para as criancas com carie (grupo 1) serd a reabilitagdo total da cavidade bucal,
com restauracOes de todas as cavidades. Para o grupo 2, criancas sem carie, o tratamento se
baseara no ensino e motivagio de técnicas de escovagdo e uso de fio dental. O paciente

retornara apds 3 meses terminado o tratamento para controle.

Coleta_dos microrganismos: O procedimento da coleta ndo representa nenhum
risco nem desconforto aos voluntérios. Como dito anteriormente a coleta de amostras da
saliva, superficie dos dentes, bochecha e superficie da lingua sera realizada com o auxilio
de uma haste de algodio estéril, que serd passado delicadamente sobre a superficie dos
dentes, dorso da Hngua ¢ bochechas. A saliva serd coletada mantendo-se a ponta da haste
por 10 segundos embaixo da lingua.

Apbs a coleta, este material seguird pama o laboratorio de Microbiologia ¢
Imunologia da F.O.P. - Unicamp, onde serd analisado,

Desconfortos e Riscos: Os métodos utilizados nos exames clinicos, radiograficos,
tratamento  odomtolégico  integral, coleta de amostra para analise microbioldgica e
entrevista, aos quais 08 pacientes da pesquisa serfio submetidos nfo sfio traumdticos e ndo

conferem risco ao paciente.

Beneficios esperados; Ao ser voluntirio, o paciente além de estar cormbuinde
para uma pesquisa que trard beneficios para a comumidade, receberd o tratamento
odontologico mtegral e acompanhamento até 3 meses apds o tratamento, onde estard em
contato com orientag3io de técnicas preventivas e um ambiente propicio para a sua satde
bucal.

Informacies: Os voluntirios ¢ seus paisfesponsdveis t€m garantia de que
receberdo respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca dos procedimentos,
beneficios e aspectos pertinentes a pesquisa. A pesquisadora € seu orientador assumem o
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compromisso de proporcionar informacio atalizada obtida durante o estudo, ainda que

esta possa afetar a vontade do individuo em continuar participando.

Retirada de consentimento: Os voluntirios ¢ seus paisfresponsaveis tém a

liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento ¢ deixar de participar do estudo.

Garantia de sigilo: Os dados obtidos na pesquisa t€m finalidade exclusivamente
cientifica, sendo assegurada privacidade e nfo-estigmatizacio dos sujeitos da pesquisa. Os
resultados deste projeto de pesquisa poderdo ser apresentados em congressos ou publicados
em revista cientifica, porém a identidade do voluntario ndc serd diwilgada nessas

apresentacdes.

Indenizacfo aos danes: Nio ha danos previsiveis decorrentes desta pesquisa.

Aspecto _legal: O projeto foi elaborado de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadas de pesquisas envolvendo seres humanos atendendo a resolug@o n. 196, de
10 de Outubro de 1996, do consetho Nacional de Satide do Ministério da Satdde — Brasilia-
DF.

Previsio de ressarcimentos de gastos:

(O tatamento odontologico serd realizado na clinica de especializacio em
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP. Sempre que
necessario, despesas com transporte serdo ressarcidas ao paciente.

Contatos: Se ainda houver qualquer duvida vocé poderd receber mais
esclarecimentos conversando pessoalmente com a mestranda Magda Elizabeth Baglioni
Gouvéa (examinadora), ou pelos telefones (019) 432-35871 ou 9716-7165; ou ligando para :
Prof. José¢ Francisco Hofling, pelo telefone (019) 430-5322. Vocé poderd também discutir

seus direitos como paciente de pesquisa com o presidente da Comissio de Ftica da

123



FOP/UNICAMP, escrevendo para o seguinte endereco: Av. Limeira, 901 — CEP/FOP —
13414-900- Piracicaba - SP.

Termeo de Consentimento

Eu,

responsavel legal pelo(a) paciente
por este instumento de AUTORIZACAO POR MIM ASSINADO, dou pleno

consentimento  aos pesquisadores para  fazer qualquer diagndstico, planejamento e

tratamento de meu filho(a), de acordo com os conhecimentos enquadrados no campo da
QOdontologia Infant.

Li o Termo de Informacio e Consentimento para participacdo em Pesquisa
Clinica, que foi me explicado dentro da minha compreensdo. Também tirei minhas duvidas
sobre este estudo com o pesqusador até minha completa satisfagio. Sei que minha
participagdo ¢ voluntaria e que posso Interrompé-la a qualquer momento sem penalidades e
sem prejudicar ou influenciar os resultados do estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento ¢ também autorizo a liberagio dos dados obtidos da pesquisa através de
radiografias, fotografias, modelos, histéricos de antecedentes familiares, resultados de
exames clinicos e laboratoriais e quaisquer outras informacQes concernentes ao diagndstico,
planejamento e/ou tratamento, aos pesquisadores, ao patriocinador e para publicagdo em e

congressos € revistas cientificas do pais e do exterior.

*N3o assine este termo se ndo teve a oportunidade de solucionar suas duvidas e
‘recebido respostas satisfatdrias a todas elas.

Piracicaba, de 200

Nome (legivel)

R.G.

Assinatura do (a) responsdvel pelo paciente
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Certificamos que © Projeto de pesquisa intitulado *Inctdéncia de Candida sp. sin criangas com carle, na faixa etdriade 29 2

3 meses, antes @ apds tratamento dentério”, sob o protocolo n° 12772000, da Pesquisadors Magda Elizabeth Baglioni Gouvéa,
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Piragcaba, 27 de margo de 2001

We cerlify that the research project with title “Incidence of Candids sp. in carles-active children aging 2 to 3 years-old,
o - - ey
bafore and after dental treatment’, protocol 9 12772000, by Researcher Magda Elizabieth Baglioni Gouveéa, wespensiviiey by Fror.
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ANEXO 5

QUESTIONARIO PADRAO
Data_ / [/

1. IDENTIFICACAQ
Nome: Apelido:
Data de nascimento_ /. / Idade__anose__ meses
Sexo___Raca
Endereco Bairro
Cidade CEP Telefone Mie

Idade: anos
Estado civilk  soltetro casado  divorciado  vive  outros

Grau de instrugio:  sem escolaridade 1. grau 20, grau
superior

Profissdo:;

Enderego comercial
Pai Idade: anos
Estadocivil:  solteiro  casade  divorciado  vidvo  outros

Grau de instruBio:  sem escolaridade  1°. gau  2° grau
superior

Profissdo:

Enderego comercial
Irméos Idades
Renda familiar total

Pediatra ou clinico responséavel

2. HISTORIA PRE-NATAL

GRAVIDEZ - Normal Anormal
Manifestacdes durante a gravidez:
Doencas

Medicamentos

Ingestdo freqilente de alimentos agucarados?  Sim Nao
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3. HISTORIA NATAL
PARTO - Normal Forceps Cesariana

Complica¢des durante ¢ parto

NASCIMENTO - atermo prematiaro meses
Peso Altura

4. HISTORIA NEO-NATAL
Problemas durante o primeiro més de vida
Ictericia
Febre alta
Doencas graves
Dificuldades respiratorias
Dificuldades de alimentagiio
Dentes do nascimento ao primeiro més
Candidose (sapinho)

Comentarios

5. HISTORIA POS-NATAL

Doengas sistérmnicas (época):

(alergia, diabete, problemas respiratorios, problemas renais, discrasias sanguineas,
problemas cardiacos, desidratagio, febre reumatica, verminose, hepatite, anemia, outros)

Doengas da infancia (€poca)

(catapora, coqueluche, sarampo, caxumba, escarlating, rubéola, outros)

HOSPITALIZACAO  Sim Nio
Motivo
Medicamentos
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(antibiéticos, antinflamatdrios, analgésicos, anticonvulsivos, anticatarral,
descongestionantes, antialérgicos, vitaminas, outros)

Vacinas

InformacOes médicas adicionals

Data do dltimo exame médico

6. ANTECEDENTES HEREDITARIOS

Doengas na farnilia (diabetes, problemas cardiacos, problemas respiratorios, problemas
hematolégicos, outros)

7. ALIMENTACAO

Amamentacio natural

até quantos meses?

mama Ol Mamot no selo anoite?  Sim. Até meses Nio
antes da hora de dormir

varias vezes durante a noite

Qual o tempo de duracdo das mamadas?

Toma mamadeira suplementar?  Sim Nao

Desmame (como e quando ocorren):

Alimentaco artificial:

leite de vaca

leite de soja

leite em pd Marca

adocante  agucar mel QUITOS,
Mamadeiranotuma:  Sim Nio

- freqiiéncia das mamadeiras:

- comportamento da mie durante as mamadas:  colo cama

- mamadeira usada como chupeta? Sim Nio
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- idade da retirada da mamadeira;

- oufros ligiiidos: mamadeira copo

- idade que comegou a comer frutas e tomar sopa:

- considera a alimentacio do seu filho equilibrada? Sim Nao
Comentarios;

8PESO__Kg ALTURA_____ = ¢m

10. AVALIACAO PREVENTIVA
Carie dental na familia  mfe  pa irmEos

Comentarios

Higiene dental:  escova fio dental pasta Outros
freqiiéncia:

pais criancas ambos

Informacdo sobre higiene bucal:  Sim Nio

por.

Com que idade os dentes de seu filho comegaram a ser escovados?

Agua fluoretada:  sim nio

Comprimidos ou gotas:  Sim Nio

11. HISTORIA DENTAL
Primeira visita ao dentista

Comportamento:  Bom Regular Rum

Problemas manifestados:
Carie
Dor de dente-  ao comer espontinea anoite

Abscesso - inflamacio  Febre
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Traumatismo
Dentes manchados

sangramento gengival

12. Responsavel pelos cuidados diarios da crianca

mie: reriodo integral desde que idade?
avo: yeriodo integral desde que idade?
babé: Yeriodo integral desde que idade?
creche periodo integral desde que idade?

outros

12. EXAME CLINICO

Exame extra-bucal:

Exame mtrabucal:

Labios:

Freios labiais:

Comissura;

Gengiva:
Lingua:
Anomalias de forma
Anomalias de nimero

Agenesias

Supranumerarios

Anomalias de tamanho
Anomalias de estrutura

Alteracles cromaticas
Freio lingual
Palato
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Assoatho bucal
Fistula

Abscessos
Traumatismos

data ~tipo seqiiela

Destruicfes coronarias

Dentes deciduos anquilosados

Dentes deciduos precocemente perdidos

13. EXAMES COMPLEMENTARES
Radiografico Técnica:

Laboratoriais:

Fotografias:

14. DESCRICAQ GERAL DO ESTADO CLINICO E RADIOGRAFICO

LesOes brancas ativas ¢ passivas (face e dente) — Clinico £ Rx

Cavidades afivas e passivas {face e dente)

RestauracGes (face e dente)

Placa visivel/Sangramento gengival (face e dente)

Risco/atividade de cane
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15. ODONTOGRAMAS

Data /[ [/

PALATINA OU LINGUAL

Data_/ /[

PALATINA OU LINGUAL

QUESTIONARIO SOCIO-ECONOMICO
O - (um circulo) dentes presentes ¢ em imompimento

. - (vermetho) - cérie
- {(azul)— tratamento realizado

- (verde) - restauragio presente no exame
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AVALIACAO SOCIO-ECONOMICA

Assinale com um X a quantidade de itens que vocé possui na sua casa:

Tem
Ttem Nio 1 2 3 4 5 6on+
Tem

televisdo

radio

banheiro

automovel

empregada

aspirador de po

magquina de lavar roupa

(irau de Instrucdio do chefe de familia: Grau de instruciio da mie:
Até 0 primario incompleto sem instrucio
Até o ginasial incompleto Até o primario incompleto
Até colegial incompleto Até o ginasial incompleto
Até superior incompleto Até colegial incompleto
Com superior completo Até superior incompleto

Com superior completo

Renda familiar:

menos de 1 salério minimo
1 a 2 salarios minimos
3 a 4 salarios minimos
5 a 6 salarios minimos

mais de 6 salirios minmos
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ANEXO 6

MEIOS DE CULTURA

Meio Completo para Leveduras (M.C.L.}
Peptond.....coeicie i 10g
Extrato de Levedura.......c..c....... 10g
GIUCOSE .o cvcmcrcerreecererrrercee s 20g
Fosfato bibasico de potissio......0,5g
AGAT e, 20g

Agua destilada.........q.s.p. 1000 ml

Todos os componentes serdo adicionados a agua destilada e levados a ebuligio em banho-
mana. Serdo fracionados em aliquotas de 10 mi, em tubos de cultura autoclavados a 120°C,

sob 1 atm, por 20 minutos. Os tubos serfio inclinados enquanto o meio estiver ligiiefeito.

Meio Agar Fubi Tween 80:

FUBZ.coiinicieie e 40g
Agar (Difeo)...oeeee e, 20g
Tween 80 10ml

Agua destilada...................q.5.p. 1000ml

Meio para prova de Assimilacio de Carboidratos:

Sulfato de Amonia (NHs hSOa..eniiiiiiiee Sg
Sulfato de magnésio (MgS04...covvecvirvrevrreecnnnn 0.5¢
Fosfato de Potassio Monobasico(KHzPO............. g
Agar (DIfeo) e 20g

Agua destilada............oooererreeeererreeenn, @.5.p. 1000ml

Solucio salina
Sol. de Na Cl a 0,5% em agua destilada.
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ANEXO 7

Higiene bucal em criancas

Técnica de higiene

A crianga poderd ficar recostada com a cabeca nas pemas da mde. E importante ter boa

visibilidade e posi¢do segura para evitar movirmnentos bruscos da crianca que podem feri-1a.

v

v
v

&

E recomendavel que vocé distraia a crianga com historias ou musicas durante o
procedimento, pois elas se dispersam rapidamente.

E importante que a higiene seja realizada sobre todos os lados de todos os dentes e gengivas.
Coloque a cabega da escova inclinada lateralmente sobre a fgengiva ¢ faga movimentos
vibratérios circulares varias vezes a cada 2 dentes.

Deslize as cerdas de cima para baixo sobre os dentes

Repita os itens 1 € 2 em todos os dentes no hdo da bochecha e da lingua

Na regido iterna dos dentes da frente coloque a escova verticaimente e faga movimentos
para cima e para baixo

Faga movimentos de vai e vem sobre a superficie mastigatéria dos dentes

Limpe a lingua

A escovagio deve ser complementada com o uso do fio dental para a limpeza entre os

dentes. Inicie quando a crianca ja estiver com os 8 primeiros dentes e faca uma vez/dia. Corte um

pedago de aproximadamente 25 cm, enrole nos dedos médios de ambas as mdos; em um enrole um

pedaco pequeno € no outro o restante; o espago contido entre os dedos (2 cm) serd utilizado para

limpar as areas de contato dos dentes.
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Curve o fio dental formando um “C™ sobre a superficie de cada dente e deslize suavemente

entre o dente e a gengiva. Repita esse movimento véarias vezes entre todos os dentes, desenrolando o

fio de um lado e enrolando no outro dedo.

Utilize uma escova com cabeca pequena, cerdas macias e trogque-as quando as cerdas
comegarem a virar para os lados.

O uso de dentifticio nessa fase ( 2 3 anos) deve ser feito com muita moderacio apenas 1
vez/dia. Cuide para que seu fitho ndo o engula, ja que o flor, componente presente nos dentifficios,
€ benéfico na prevencdo de cdrie, porém guando ingerido em excesso pode provocar o surgimento
de manchas nos dentes permanentes que estdo em formacio.

2 a 8 dentes: quantidade de pasta = tamanho do grio de alpiste
10 a 16 e 20 dentes: quantidade de pasta = tamanho do griio de ervilha

As criangas geralmente querem fazer a escovagdo sozinhas: é importante que isso seja
respeitado e at¢ motivado, mas sempre um adulto deve refazer a limpeza pelo menos uma vez/dia

até que a crianga esteja com aproximadamente 7 anos de idade.

A carie é uma doenga fransmissivel, e a transmissdo ocorre através da saliva. Para prevenir
a transmissdo evite:
v" Utilizar a sua propria colher, ja contaminada, para alimentar a crianca
v" Compartithar com a crianga objetos como copos, talheres, escova-de-dentes

v" Beijar a crianga na boca

138



ANEXO 8

Mucosa jugal

Saliva Biofilme dental

Hustraclo representativa da coleta das amostras intrabucais
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ANEXO 9

Placa de Petri com amostras de Candida spp. isoladas em meio CHROMagar® Candida.
(a) C. albicans; (b} C. fropicalis; (¢} C. krusei; (d) C. spp.
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ANEXO 10

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSASDA  GL. S.Q. Q.M. VALORF | PROB>F
VARIACAO
CARIE 1 [§89.9797027 | 18899797027 19.2930 0.00009
SITIO 5 1 39489133844 | 789.7826769 8.0622 0.00001
TRAT 1 463.0983265 | 463.0983265 4.7273 0.02847
CAR*SIT 5 | 1944.4979627 | 388.8995923 3.9699 0.00198
CAR*TRA 1 4521867092 | 452.1867092 4.6160 0.03035
SIT*TRA 5 3154459241 | 63.0891848 0.6440 0.66901
CAR*SIT*TRA 5 2307711636 | 46.1542327 0.4711 0.79953
RESIDUO 348 | 34090.6727014 | 97.9617032
TOTAL 371 | 43335.5658746

DADOS TRANSFORMADOS EM Log
MEDIA GERAL = 4162180

COEFICIENTE DE VARIACAQ = 237.798 %
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