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Presence of Candida sp in diseased and healthy sites in patients
with Chronic Periodontitis

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a presenga de Candida sp em sitios de pacientes com Pe-
riodontite Crénica (PC) e controle, buscando correlacionar a presenca deste microrganismo com a
presenca da doenca em 13 pacientes com PC, escolhidos aleatoriamente, 7 sitios foram avaliados:
3 com PC, 3 sem PC e o dorso da lingua. Também foram selecionados 7 pacientes sem doenca
(grupo controle). Quatro sitios foram avaliados: 3 sitios saudaveis e o dorso da lingua. Nestes
sitios, foram inseridos cones de papéis estéreis por 30 segundos. Na lingua, o cone era passado
em seu dorso 5 vezes. O exame micoldgico foi realizado no laboratdrio de micologia do Ipec/Fio-
cruz. Dos 20 pacientes, 8 apresentaram fungos, sendo 6 do grupo com pc e 2 no grupo controle.
Na avaliacédo por sitios, verificou-se que apenas 10,71% dos sitios do grupo controle e 10,99%
do grupo com PC apresentaram Candida. Estas diferencas nao foram significativas (p> 0,05). Os
sitios mais afetados no grupo controle e com pc foram respectivamente a lingua (66,67%) e sitios
profundos (50%). Conclui-se que, embora a Candida esteja presente na cavidade bucal de pa-
cientes com PC e saudaveis, é encontrada em proporgdes distintas nos diferentes sitios avaliados.

Descritores: contagem de colénia microbiana; periodontite cronica; candida albicans; fungos

ABSTRACT

The aim of this study was to verify the presence of Candida sp in sites of patients with
chronic periodontitis (CP) and control, to correlate the presence of this microorganism with the
presence of the disease. 7 sites were evaluated in 13 CP patients: 3 sites with PC, 3 sites without
PC and dorsum of the tongue . 7 patients without disease (control group) were also selected;
four sites were evaluated: 3 healthy sites and the dorsum of the tongue. In all sites, sterile pa-
per points were inserted for 30 seconds. In tongue, the point was passed 5 times. Mycological
examination was performed in the laboratory of mycology of IPEC [ Fiocruz. Of the 20 patients,
8 had fungi; 6 of CP group and 2 of control group. In the evaluated sites, it was found that only
10.71 9% and 10.99% of control and CP groups showed Candida, respectively. These differences
were not significant (p> 0.05). The most affected sites in the control and CP groups were tongue
(66.67 %) and deep sites (50 %), respectively. In conclusion, although the Candida is present in
the oral cavity of healthy and PC patients, it is found in different proportions according to the
evaluated sites.

Descriptors: chronic periodontitis; candida albicans; yeasts colony count, microbial

RELEVANCIA CLINICA
Correlacionar a presenca de candida com a gravidade da doenca periodontal aumentando
o0 conhecimento sobre a possivel participagdo dos fungos na doenga periodontal.
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INTRODUCAO

Infeccdes causadas por leveduras do género Candida afetam
frequentemente o ser humano. As leveduras estdo amplamente dis-
tribuidas na natureza podendo ser encontradas em diversos locais
como solo, agua, vegetais e ambientes hospitalares. Sua incidéncia
tem aumentado com o crescente uso de antibidticos, agentes imu-
nossupressores e com a epidemia da AIDS.'Leveduras de Candida
sdo patogenos oportunistas que causam doenca em hospedeiros
que estdo comprometidos local ou possui patologia sistémica.? A
Candida ¢ um aerobico comensal, o qual pode ser cultivada na
cavidade oral por quase todos os adultos.® Essas Leveduras tém
sido recuperadas de bolsas periodontais em grande numero (7.1 -
19,6%) de pacientes com Periodontite Cronica (PC).* A capacidade
do ambiente subgengival de abrigar uma comunidade microbiana
tdo variada e complexa torna um grande desafio o estabelecimento
dos verdadeiros agentes causais das doengas periodontais.®

A gengivite e a periodontite sdo doencas que afetam os
tecidos gengivais e de suporte dentarios, respectivamente. En-
quanto a gengivite caracteriza-se por uma inflamacao marginal
reversivel, a periodontite provoca uma destruicdo irreversivel nos
tecidos de insercdo (ligamento periodontal, cemento radicular e
0sso alveolar), resultando na formacéo de bolsas periodontais e,
eventualmente, na perda dentdria.® Na periodontite, os micror-
ganismos, organizados em um biofilme subgengival aderido a
superficie dentaria, liberam um grande numero de mediadores
inflamatorios nos tecidos periodontais adjacentes, promovendo
uma inflamagéo que, em muitos casos resulta na destruicdo des-
tes tecidos.” As bolsas periodontais podem abrigar mais de 500
espécies bacterianas que sdo, na sua grande maioria, espécies
residentes. Uma parte, porém, é¢ composta de patdgenos oportu-
nistas® que podem, em certas circunstancias, provocar uma in-
feccao mesmo geralmente se apresentando presentes em baixo
numero no ambiente subgengival.® Apesar das bactérias gram-
-negativas terem supostamente um papel fundamental na pato-
génese das doencas periodontais, parece nao existir um agente
etioldgico Unico nas doengas periodontais inflamatorias. Acredi-
ta-se que a periodontite resulta da interacdo de uma microbiota
complexa, do ambiente subgengival e do hospedeiro.” Bactérias
gram-positivas, organismos anaerobios e facultativos além de
virus e fungos, também tém sido associados a periodontite."

O objetivo do presente trabalho foi verificar a frequéncia de
Candida em diferentes sitos da cavidade bucal de pacientes com
PC e individuos saudaveis, avaliando possiveis nichos preferenciais
destes microrganismos de acordo com a presenga ou ndo da doenca.

MATERIAIS E METODOS

Pacientes: O desenho da pesquisa foi um estudo de caso-
-controle. Foram selecionados das clinicas de Odontologia da
Universidade Veiga de Almeida (UVA) 7 pacientes sem doenga
periodontal para o grupo controle (G-C) e 13 com indicagdo
para tratamento periodontal. Todos os dentes foram examinados
com periograma. O exame clinico periodontal foi feito usando-
-se uma sonda periodontal padrdo por um examinador calibra-
do. Todos os participantes foram recrutados a medida que che-

gavam a clinica para tratamento e preenchiam os critérios de
inclusdo do estudo. Apos responderem a anamnese, assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi apro-
vado pelo comité de ética na pesquisa em humanos da Fundacédo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil, sob o nimero
0020.0.325.009-08. Os pacientes foram incluidos no estudo em
conformidade com o acordo de Helsinki. O grupo com doencga
periodontal foi selecionado a partir da classificagdo de PC mode-
rada e grave. A PC moderada € classificada quando ha existéncia
de perda de insercdo clinica proximal >2 e <5 mm em dois den-
tes ndo adjacentes, enquanto a PC grave ¢ classificada quando
ha existéncia de perda de inser¢do clinica proximal > 5 mm em
dois dentes ndo adjacentes, sangramento e profundidade de bol-
sa a sondagem também deveriam estar presentes (TONETTI et al.
2005). Os participantes com perda de insercdo clinica proximal
menor que 2 mm foram inseridos no grupo controle. Os critérios
de exclusao para o grupo com doenga periodontal foram: trata-
mento periodontal ha pelo menos um ano, periodontite agres-
siva, gravidez, lactacéo, uso de proteses, condicées médicas que
pudessem afetar a existéncia de fungos e os tecidos periodontais
(p-ex., HIV, terapia com antibiotico ou anti-inflamatorio nio es-
teroidal, ha pelo menos seis meses).

Coleta da amostra: Foi realizado isolamento relativo com ro-
letes de algodao, os dentes foram secos, e colhidas amostras de
biofilme subgengival usando 1 cone de papel estéril tamanho 45
(DENTISPLY, Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil) de 3 sitios (com bolsa
periodontal) aleatorios, 3 sitios saudaveis de cada paciente e esfre-
gaco com o cone por 5 vezes no dorso da lingua, o cone perma-
neceu no local por 30 sequndos. O mesmo procedimento foi usado
no grupo controle, porém, foram selecionados apenas 3 sitios sau-
daveis e dorso da lingua. Os cones, com material coletado, eram
retirados um a um e cortados diretamente nos meios de cultura
Sabouraud com cloranfenicol, Mycosel e CHROMagar Candida (DI-
FCO, Detroit, Michigan, EUA) e submetidos a técnica de rolamento
com alca Drigalski, em torno da placa. As amostras de material fo-
ram armazenadas em caixa de isopor e encaminhadas até 24 horas
para o exame micoldgico no Laboratoério de Micologia do Instituto
de Pesquisa Evandro Chagas, (IPEC/FIOCRUZ/ Rio de Janeiro).

Cultura dos fungos

As amostras foram cultivadas como parte dos procedimentos
diagnosticos de rotina do laboratério de micologia do IPEC/FIO-
CRUZ. Cada amostra foi cultivada aerobicamente no Mycosel Agar
(DIFCO), Sabouraud Agar (DIFCO) e CHROMagar Candida (CHROMa-
gar, Paris, Franga), incubada a 37° C por 48 horas e mais cinco dias a
temperatura ambiente. Quando as colnias estavam presentes, eram
transferidas para 0 Agar para obtencéo de culturas puras e posterior
identificagdo através de reactes bioquimicas (APl 20C Aux system,
bioMérieux Vitek, inc., Hazelwood, Mo., EUA). As culturas que nio
apresentaram qualquer crescimento foram consideradas negativas.

Analise estatistica

A avaliacao estatistica foi realizada utilizando-se o programa
SPSS 17.0. Inicialmente, foi verificada a normalidade de distri-
buicdo dos dados com o teste de Kolgomorov-Smirnov. Poste-
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riormente, foram aplicados os testes paramétricos “t de Student”,
para amostras independentes, pra avaliar as diferencas entre as
médias dos dois grupos, e os testes Qui-Quadrado e Exato de
Fischer, usados para verificar se a frequéncia absoluta observada
para a presenca de Candida era significativamente diferente da
distribuicdo da frequéncia absoluta esperada. Foi estabelecido
como nivel de significancia o valor de 5%.

RESULTADOS

Foram avaliados 20 pacientes, sendo 13 com PC e 7 controle.
No grupo controle eram 6 (85,71%) mulheres e 1 (14,29%) ho-
mem, e no grupo com PC, 9 (69,23%) mulheres e 4 (30,77%) ho-
mens. A média de idade no grupo controle foi de 37,00 (+10,30)
e no grupo com PC foi de 51,50 (+14,24). Esta diferenca entre as
idades nao foi significativa (Teste t, p= 0,127). Na avaliacdo geral,
8 (40%) pacientes apresentaram positividade para Candida em
pelo menos 1 sitio, enquanto 12 (60%) pacientes ndo apresenta-
ram este microrganismo (Tabela 1 e Grafico 1). Entre os pacientes
com PC, 6 (46,15%) apresentaram Candida, enquanto apenas 2
(28,57%) pacientes do grupo controle apresentarem esta espécie
de fungo (Tabela 1). Esta diferenca néo foi significativa.

Na avaliacdo por sitios, verificou-se que apenas 3 (10,71%)
do grupo controle e 10 (10,99%) do grupo com PC apresentaram
Candida (Tabela 2 e grafico 2). Esta diferenca ndo foi significativa.

Dos 3 sitios com positividade no grupo controle, 2 foram a
lingua (66,67%). Ja no grupo com PC, dos 10 sitios positivos, a
lingua aparece apenas 2 vezes (20%), enquanto os sitios controle
aparecem 3 vezes (30%), e os sitios profundos aparecem com
maior frequéncia (5 vezes, 50%).

Periodontite Cronica

Controle

m Candida sp Ausente

m Candida sp Presente

GRAFICO 1
Presenca de Candida sp em pacientes controle em Periodontite Cronica
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DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que 40% dos
pacientes avaliados apresentaram Candida em pelo menos um si-
tio avaliado. Este percentual pode ser considerado baixo, se levar-
mos em consideracao a ideia estabelecida pela comunidade cien-
tifica de considerar o fungo como um microrganismo onipresente
na cavidade bucal. Vale destacar que no presente estudo foram
avaliados 7 sitios por paciente com PC e 4 sitios dos individuos
controle, o que aumenta a chance dos fungos serem encontrados.

Na comparacdo entre os pacientes, 28,57% no grupo con-
trole e 46,15% no grupo com PC apresentaram positividade para
Candida. Esta diferenca, embora grande, ndo foi significativa,
talvez pelo baixo numero de pacientes avaliados. Em trabalho
anterior, mostrou-se que existe diferenca entre pacientes com
PC grave e controle.” Mais pacientes deverdo ser avaliados em
estudo em preparacdo, buscando um maior poder estatistico.

Na avaliagdo dos sitios positivos para Candida, a lingua apa-
rece com maior frequéncia no grupo controle (66,67%), enquanto
no grupo com PC a lingua apareceu apenas 2 vezes (20%). Assim,
80% dos fungos foram encontrados nos sitios gengivais, especial-
mente os mais profundos (acima de 5 mm, 50%). Estes resultados
parecem indicar que os sitios subgengivais de pacientes com PC
séo nichos preferenciais da Candida; e sdo particularmente inte-
ressantes, pois, como ja foi dito, alguns artigos relatam que as es-
pécies de Candida sdo onipresentes na cavidade bucal.

0 presente estudo ndo mostrou a presenca de fungos na ca-
vidade bucal de forma significativa, porém, em 1995 relataram
que as leveduras sao de ocorréncia comum na cavidade bucal de

Obs: Sem Diferenca Estatistica (Teste Exato de Fischer, p= 0, 642).

2 (28,57%) 6 (46,15%) 8 (40%)

5 (71,43%) 7 (53,85%) 12 (60%)

TABELA 1
Presenca de Candida sp em Pacientes controle e com Periodontite Cronica
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Lingua Sulco
2 1
5 20
7 21

Lingua Sulco Bolsa

3 5 13 (10,92%)
36 34 106 (89,08%)
39 39 119

0bs: Sem Diferenca Estatistica (Teste Qui-Quadrado, p> 0,05).

TABELA 2

Presenca de Candida sp. em sitios de pacientes controle e com Periodontite Cronica.

35

30

25

20

15

Lingua Sulco Lingua Sulco Bolsa

Sadio Periodontite Cronica

m Candida sp Ausente
m Candida sp Presente

GRAFICO 2
Presenca de Candida sp em sitios de pacientes controle e com Periodontite Cronica

individuos saudaveis, sendo a Candida albicans a espécie predo-
minante na microbiota bucal, constituindo 60 a 70% do total de
isolamento, sequido pela Candida Tropicalis e Candida Glabrata.™
Como foram demonstradas altamente prevalentes em populacoes
saudaveis e assintomaticas, o isolamento da Candida da cavidade
bucal ndo implica necessariamente, na ocorréncia de infeccées."

Sendo a periodontite uma doenga multifatorial, o biofilme
dental € considerado o iniciador desta doenca, onde sua ma-
nifestacdo e progressdo sdo influenciadas por varios fatores,
como: pessoais, sociais, comportamentais, sistémicos, genéticos,
composi¢do microbiana do biofilme dental e outros. Centenas
de espécies de microrganismos reconhecidas e algumas ainda
nao identificadas habitam o sulco gengival. Contudo, tem sido
mostrado que apenas poucas espécies desempenham papel sig-
nificativo na etiologia da doenca periodontal. A mera presenca
de periodontopatdgenos putativos no sulco gengival nao € sufi-
ciente para causar inflamacao periodontal.'®

Diversos fungos sao habitantes normais da cavidade bucal, mas
sdo mantidos em equilibrio pela competicdo com bactérias e pelos me-
canismos de defesa do hospedeiro. As alteracées de qualquer destes
fatores podem resultar do desenvolvimento de uma infeccao fungica."”

Ao ocorrer a quebra do equilibrio biolégico, normalmente
resultante predisponentes, como fisioldgicos, patologicos e imu-
nologicos, hd um aumento na multiplicacdo efou invasio destes
microorganismos em tecidos, instalando-se a infec¢do.'
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A utilizacdo de antibacteriano de amplo espectro como au-
xiliares no tratamento periodontal tem sido um dos mais rele-
vantes fatores para o desenvovimento de infecgées por bactérias
resistentes e por leveduras do género Candida,’ inclusive em
pacientes portadores de HIV, que além de terem sua imunidade
comprometida, sdo submetidos a tratamentos prolongados com
antibacterianos para curar infecgdes bacterianas.?

A porcentagem de isolamento do género Candida a partir da ca-
vidade bucal apresenta uma variacdo de 30 a 60%,”' sendo a Candida
Albicans o que possui maior fator de patogenicidade, o que possibili-
taria 0 agravamento da doenca periodontal com a capacidade de in-
vadir o epitélio do sulco, inibicdo de funcdo dos polimorfonucleares,
lisar monacitos, presenca de endotoxinas e produgdo de enzimas. A
producdo de fosfolipase juntamente com a proteinase parece exercer
papel importante na invasdo da célula do hospedeiro.?

Em 2003, foi realizada uma analise da microbiota subgengival
de pacientes com periodontite. Dentre os diferentes microorganis-
mos existentes nos sitios subgengivais, fungos foram encontrados
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