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ORIGINAL ARTICLE

Isolamento  de Candida spp. de  estomatite

relacionada a protese no Pard, Brasil.

O objetivo deste estudo foi isolar e identificar espécies de Candida da cavidade
oral de usudrios com estomatite relacionada a dentadura, atendidos na
Universidade Federal do Para (Cidade de Belém, Par3, Brasil). Foram incluidos 36
usudrios de prétese com estomatite relacionada a protese, e foram observadas
estomatite tipo | (50%), tipo Il (33%) e tipo Il (17%). Candida spp. foram isolados
em 89% dos casos e incluiram cinco espécies diferentes de Candida. C. albicans,
frequentemente recuperada (78% dos casos), seguida por C. famata e C.
tropicalis. Observamos uma associagdo significativa entre o isolamento da
espécie Candidas e a condicdo insatisfatoria da prétese (p = 0,0017). Nossos
resultados demonstraram a alta frequéncia de isolamento de espécies de
Candida em usudrios de préteses com estomatite relacionada a prétese e
mostraram a relagdo entre essas espécies e ma manutencao da protese.
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Isolation of Candida spp. from denture-relatedstomatitis in
Para, Brazil.

The aim of this study was to isolate and identify Candida species from the oral cavity of den-
ture wearers with denture-related stomatitis who were attended at the University Federalof
Pard (Belém City, Pard State, Brazil). A total of 36 denture wearers with denture-
relatedstomatitis were included, and type | (50%), type Il (33%) and type Il (17%) stomatitis
wereobserved. Candida spp. were isolated from 89% of the cases and included five
differentCandida species. C. albicans was the most frequently recovered species (78% of the
cases),followed by C. famata and C. tropicalis. We observed a significant association between
Candidaspecies isolation and unsatisfactory denture condition (p = 0.0017). Our results
demonstratedthe highly frequency of Candida species isolation in denture wearers with
denture-relatedstomatitis and showed the relationship between these species and poor
denture maintence.

Keywords: Candida albicans, Candida non-albicans, Stomatitis.
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INTRODUCTION

Aproximadamente 200 espécies de Candida sdo conhecidas e 10% podem causar infeccOes
em humanos. C. albicans é a espécie mais frequentemente descrita nos casos de infec¢des
hospitalares, seguida por C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata [1]. A frequéncia com que
essas espécies sao observadas tem implica¢Ges significativas para infeccdes humanas. Essas
espécies sdo organismos comensais que fazem parte da microbiota oral normal e estdo
presentes em 30 a 60% dos individuos saudaveis e em 60 a 100% dos pacientes com
dentaduras [2]. O uso prolongado de dentaduras é o fator de risco mais importante para
a colonizacdo das espécies por Candida e pode ser suficiente para o desenvolvimento de
candidiase oral [3]. A candidiase oral esta associada a trauma da mucosa causado pelo mau
ajuste da prétese, aumento da idade dos usuarios, aumento da idade das proteses, infeccoes
por fungos (principalmente C. albicans ) e falta de higiene dental [4,5,6]. Nesse contexto, a
adesdo de Candida a superficie de materiais dentdrios, como o polimetil metacrilato, facilita
a colonizacdo por Candida [7,8]. Os mecanismos pelos quais C. albicans aderem as
substancias poliméricas das superficies (por exemplo, dentaduras) incluem principalmente a
formacdo de biofilme e mudanga morfoldgica, o que facilita a colonizacdo desses materiais
pelo fungo.A colonizacdo é o principal fator de risco para o desenvolvimento
de estomatite relacionada a proétese (DRS), que é a manifestacdo clinica mais comum
da infeccdo por Candida em usuarios de protese [9].

Infeccdo por Candida spp. é freqlientemente observado em pacientes com protese e pode
levar a lesdes orais secundarias, como liquen plano, leucoplasia e carcinoma
[10]. Colonizagao de espécies de Candida [11, 12] e infecgdes [9] na cavidade oral de usudrios
de préteses dentarias foram relatadas em todo o mundo, e C. albicans é particularmente
prevalente [13]. Além disso, o isolamento de outras espécies de Candida além de C.
albicans tem aumentado, o que provavelmente ocorre devido ao uso indevido de antiflingicos
[14]. No Brasil, poucos estudos demonstraram o perfil deEspécies de Candida relacionadas a
colonizac¢do da superficie da prétese ou mucosa oral e a incidéncia dessas lesGes em usudrios
de proteses [15]. Portanto, focalizamos este estudo no isolamento e identificagdo de espécies
de Candida da superficie das préteses e da mucosa oral de usuarios de prétese com DRS.

METHODS

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Evandro Chagas (CEP / IEC 032/10) e
realizado entre margo e outubro de 2012. Todos os pacientes foram informados sobre o
estudo e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.
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Populagdo

Trinta e seis (n =36) pacientes com prétese a base de acrilico que
apresentaram estomatite relacionada a prétese foram incluidos. Os pacientes foram
equipados com proteses totais (n=32) ou parcialmente removiveis (n=4). Todos os
participantes foram atendidos na clinica odontoldgica da Universidade Federal do Para
(Belém, Para, Brasil). Foram realizadas analises dos dados demograficos dos pacientes, que
incluiam idade, sexo, habitos de higiene (ruim ou ndo), uso de enxaguatério bucal, condicdo
da prétese presente (satisfatéria ou insatisfatéria) e caracteristica qualitativa (proteses novas
ou antigas). A presenca de DRS foi avaliada de acordo com uma versdo modificada da
classificacdo de Newton [16]. A gravidade da inflamacdo palatina foi classificada como (1) sem
estomatite, que ndo incluia evidéncia de inflamacdo palatina ou discreta alteracdao de cor
da mucosa do palato ; (2) estomatite tipo |, que incluia petéquias dispersas por toda ou parte
da mucosa palatina em contato com a protese; (3) tipo Il, que incluiu eritema macular sem
hiperplasia; e (4) tipo lll, que incluiu eritema difuso ou generalizado com hiperplasia papilar.
Os critérios de exclusdo dos pacientes incluiram a presenca de diabetes ou doenca autoimune
e o uso de corticosterdides.

Isolamento e identificagdo

Apds um exame da cavidade oral, as amostras de prétese e mucosa foram coletadas raspando-
se cotonetes estéreis na superficie interna da prétese (base da prétese, BP) e mucosa
oral (mucosa palatina, MP) em contato com a proétese. Posteriormente, as amostras foram
cultivadas em 3agar Sabouraud dextrose (Difco, Laboratories, Detroit, MI, EUA), incubadas a
35 ° C e observadas diariamente por 7 dias. Quando se observou o crescimento de col6nias de
leveduras, o método de coloracio de Gram foi utilizado para verificar a auséncia
de contaminagdo bacteriana. As leveduras foram identificadas através de perfis de
assimilacdo de carboidratos usando o Sistema Vitek 2 (BioMerieux I'Etoile, Franga) de acordo
com as instru¢des do fabricante.

Leveduras identificadas como C. dubliniensis foram submetidas a confirmacdao molecular
devido a estreita relacdo fenotipica desta espécie com C. albicans. Resumidamente, o DNA
gendbmico foi extraido como descrito anteriormente [17] e, quando necessario, a
identificacdo molecular foi realizada como descrito por Mannarelli e Kurtzman [18] ( C.
dubliniensis / frente: CDU2 - 5'-AGT TAC TCT TTC GGG GGT GGC CT-3 '; C. dubliniensis /
reverse: NL4CAL - 5'-AAG ATC ATG ATC CCA ACA TCC TAG GTA AA-3 ') e por Luo e Mitchell
[19] ( C. albicans / atacante: CALB1 - 5'-TTT ATC AAC TTG TCA CAC CAG A-3 ’; C. albicans/
reverso: CALB2 - 5'-ATC CCG CCTTAC CACTACCG-3"'). Amistura foi preparada para um volume
final de 25 pL da seguinte maneira: 10 x MgCl ; (2 pL), 10 mM dNTP (1 uL), 10 x tampao PCR
(2,5 pL), solugdo Q (2 L), solucdo Q (2 uL), Tag DNA polimerase (1 U; Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia) e modelo de DNA genémico (2 pL). A amplificacdo foi
realizada em um termociclador (TX96 plus, Amplitherm, Axigen) da seguinte forma: para C.
dubliniensis : 98 ° C por 3 min; seguido por 35 ciclos de 95 ° C por 1 min, 52 ° C por 1,5 min e
72 ° C por 10 min; e entdo 72 ° C por 10 min; e C. albicans : 96 ° C por 5 min; seguido
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de 40 ciclos de 94 ° C por 30 s, 58 ° C por 30 s e 72 ° C por 30 s; e depois 72 ° C por
15 min. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese horizontal. Os fragmentos
amplificados foram 175 pb e 273 pb para C. dubliniensis e C. albicans , respectivamente.

Andlise estatistica

As inferéncias estatisticas dos resultados descritivos foram realizadas com base em testes nao
paramétricos, como o teste de independéncia de aderéncia G, utilizando o BioEstat versdo 5.3
(Instituto Maumiraud, Belém, Pard, Brasil). A significancia estatistica foi considerada
emp < 0,05.

Este estudo é uma adaptacdo para o portugués, que segue os critérios de acesso aberto e
direitos autorais creative commons attribution 4.0 license, do artigo:

Gauch, Lurdete Maria Rocha, et al. "Isolation of Candida spp. from denture-related stomatitis
in Para, Brazil." brazilian journal of microbiology 49.1 (2018): 148-151. [32]

RESULTS

Trinta e seis (n = 36) usudrios de protese com DRS foram incluidos neste estudo. Os
pacientes variaram de 40 a 83 anos (idade média = 62 anos) e incluiram 12 homens (33%) e
24 mulheres (67%). De acordo com a classificacdo de Newton, os casos de DRS foram
distribuidos da seguinte forma: Tipo | (50%), Tipo Il (33%) e Tipo lll (17%) entre os
casos. As espécies de Candida foram isoladas apenas da PA (17%), somente FM (5%) e PA e
FM simultaneamente (67%). Em quatro casos (11%), as espécies de Candida ndo foram
isoladas. Com base na identificagao bioquimica ou bioquimica e molecular, foram observadas
cinco espécies diferentes de Candida . C. albicans foi a espécie mais frequentemente
observada (78% dos casos) e isolada ou em isolamento simultaneo com C. famata, C.
tropicalis ou C. parapsilosis . O isolamento restrito de outras espécies de Candida além de C.
albicans foi observado em 11% dos casos. Todos esses resultados estdao resumidos na Tabela
1.

Tabela 1.Presenca de espécies de Candida nas amostras orais de 36 usudrios
de estomatite com estomatite relacionada a protese.

Registro de paciente no. Local de coleta de amostras Tipo de estomatite
EF P

5 Candida albicans WCG TipoI

7 C. albicans C. famata TipoI

8 C. albicans WCG TipoI

BJIHS, v.2, n.5, p. 03-11, Mayl 29, 2020

Article received on May 02, revised on May 09, accepted for publication on May 26 and published on May 29



Lurdete Maria Rocha Gauch?, Simone Soares Pedrosal, Fabiola Silveira-Gomes?, Renata Antunes
Esteves?, Silvia Helena Marques da Silva3.
Isolamento de Candida spp. de estomatite relacionada a prétese no Para, Brasil.

Registro de paciente no. Local de coleta de amostras Tipo de estomatite
EF PM
10 WCG C. famata Tipo I
11 C. albicans C. albicans Tipo I
12 C. albicans C. famata Tipo I
13 C. albicans WCG Tipo II
18 WCG WCGE Tipo I
19 C. albicans WCG Tipo II
22 WCG WCG Tipo I
24 C. allbicans WCG Tipo II
26 C. albicans C. albicans Tipo II
27 WCG WCG Tipo II
33 C. allbicans C. albicans Tipo I
34 WCGE WCGE Tipo III
41. C. parapsilosis C. albicans Tipo I
55 C. allbicans C. tropicalis Tipo I
36. C. albicans C. albicans Tipo III
63, C. albicans C. albicans Tipo III
66, C. tropicalis WCG Tipo I
70 C. albicans C. albicans TipoI
74 C. tropicalis C. albicans Tipo II
78 C. albicans C. albicans Tipo II
81 C. famata C. albicans TipoI
82 C. allbicans C. famata Tipo I
a3 C. albicans C. albicans Tipo II
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Registro de paciente no. Local de coleta de amostras Tipo de estomatite
BF PN

85 C. albicans C. albicans Tipe II
26 C. albicans C. albicans Tipe II
87 C. albicans C. albicans Tipe III
a0 C. famata C. albicans Tipo III
o1 C. albicans C. albicans Tipc I
o2 C. tropicalis C. tropicalis Tipe II
o4 C. kruse: C. parapsilosis Tipe III
96 C. albicans C. albicans Tipo I
97 WCG C. albicans Tipo II
a8 C. tropicalis C. albicans Tipo I

PA, base da prétese: PM, mucosa palatina ; WCG, sem crescimente de Candida .

De acordo com os dados demograficos, a condicao insatisfatdria da protese foi um fator de
influéncia no isolamento das espécies de Candida (p = 0,0017); no entanto, sexo
(p = 0,7015), uso de enxaguatdrio bucal ( p = 0,6514), habitos de higiene (p = 0,3897), uso
continuo de dentaduras (p = 0,4011) e dentaduras antigas (p = 0,2502) ndo foram
relacionados ao isolamento das espécies de Candida.

DISCUSSION

A DRS exibe uma etiologia multifatorial e esta associada ao uso de préteses, indicando que a
apresentacdo da doenca pode ser afetada por fatores endégenos e exdgenos [7,9]. Um fator
de risco critico, no entanto, é a colonizacao da mucosa oral por espécies de Candida [20]. No
presente estudo, Candida spp. foram isolados em 89% dos casos de usudrios de prétese com
DRS (de acordo com a classificacdo de Newton), reforcando a relagdo entre Candida spp. e
DRS. Em usudarios de dentaduras brasileiras, a DRS foi anteriormente observada como a

BJIHS, v.2, n.5, p. 03-11, Mayl 29, 2020
Article received on May 02, revised on May 09, accepted for publication on May 26 and published on May 29



Lurdete Maria Rocha Gauch?, Simone Soares Pedrosa?, Fabiola Silveira-Gomes?, Renata Antunes
Esteves?, Silvia Helena Marques da Silva3.
Isolamento de Candida spp. de estomatite relacionada a prétese no Para, Brasil.

principal lesao na cavidade oral [21], o que é consistente com nossos resultados. No presente
estudo, o fator que influenciou se Candida foi isolada foi uma condicdo insatisfatéria da
protese. A manutencdo frequente das préteses permite melhorias em certas caracteristicas
funcionais, como o RVD (dimensdo vertical de repouso) e o VDO (dimensdo vertical de
oclusdo) do paciente, a adesdo da protese a mucosae a diminuicdo da rugosidade da
resina. Melhorar esses fatores pode diminuir a contamina¢do por microorganismos da
protese de superficie, o que influenciara a saude bucal dos usuarios. Nesse contexto, Pereira-
Cenci et al. [22] e Park et al. [23] observaram que a colonizacdo de préteses por CandidaA
espécie é causada pela rugosidade da superficie, o que facilita a adesdo do fermento as
dentaduras de resina. Como a aderéncia de C. albicans as resinas acrilicas da superficie esta
relacionada a porosidade e rugosidade da superficie, as superficies das proteses podem ser
consideradas uma fonte de infeccdo, e esses achados sdo consistentes com a colonizacdo
significativa observada em usudrios de prdteses que apresentam DRS porque todos os
pacientes foram adaptados com proteses de resina acrilica. Além disso, os resultados apdiam
a relacdo entre a condicdo insatisfatdria da protese e o isolamento das espécies de Candida .

Outros fatores tém sido freqliientemente relatados como influentes no desenvolvimento de
DRS. Por exemplo, Bulad et al. [4] mencionaram que o uso continuo de proteses facilitou
a estomatite porque a exposicao prolongada da mucosa as placas dentarias pode intensificar
certas lesdes. Além disso, Darwazeh et al. [24] observaram uma forte associacdo entre falta
de higiene dental e colonizacdo por Candida e sugeriram que o acumulo de placa na superficie
da prétese pode criar um ambiente ideal para leveduras. No entanto, ndo foi
observada associacdo entre falta de higiene, uso continuo de dentaduras ou dentaduras
antigas e o isolamento de espécies de Candida neste estudo.

Entre os usudrios de dentaduras colonizadas em nosso estudo, C. albicans foi a principal
espécie isolada, seguida por C. famata e C. tropicalis , que foram as espécies nao-freqiientes
de C albicans . Esses resultados corroboram 0s achados de outros
estudos [11,14,21,25,26,27], incluindo outros estudos brasileiros [16,28,29,30]. Além disso,
Sant'Ana et al. [31] relataram que a presenca de duas ou mais espécies no mesmo paciente
pode predispor o paciente a estomatite recorrente, e isolamentos duplos também foram
observados em usudrios de proteses com DRS no presente estudo. Além disso, C. famata foi
observado na PM de usudrios de préteses que exibiram DRS e encontraram associagdo com C.
albicans. Esses resultados demonstraram o potencial de patdégenos emergentes nos casos de
DRS.

Observamos uma frequéncia significativa de DRS em pacientes brasileiros colonizados
por espécies de Candida, e a infeccdo foi causada principalmente por C. albicans . Os
resultados indicam que, nos pacientes observados, a DRS se desenvolveu ao longo de um
caminho dependente do estado insatisfatorio da prétese e da colonizacdo da cavidade oral
por espécies de Candida.
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