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Abstract

Objectives: This study aims to evaluate the prevalence of Candida
spp. in dental plaque of users of fixed orthodontic appliances (FOA)
and relate to their habits and characteristics.

Materials and methods: We isolated and identified strains of
Candida in saliva samples from individuals using FOA with the
presence of microbial biofilm and individuals without the presence of
biofilm (control group) in the laboratory cultivation.

Results: We analyzed 108 samples from individuals with biofilm and
51 individuals in the control group. Of the 108 samples analyzed, 52
(48.1%) were negative for Candida and 56 (55.2%) were positive, with
eight patients were isolated two species of Candida, four patients with
C. albicans and C. krusei, with one C. albicans and C. tropicalis, with
one C. albicans and C. glabrata, with one C. tropicalis and C. glabrata
and with one C. tropicalis and C. krusei. In the control group 33.3%
had isolated Candida, even showing no biofilm.

Conclusion: Were detected and pathogenic Candida species
intrinsically resistant to conventional antifungal agents, emphasizing
the importance of mycological diagnosis for appropriate treatment of
infections caused by this group of fungi present in the oral cavity of
individuals.
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Resumo

Objetivos: O presente estudo tem como objetivo avaliar a
prevaléncia de Candida spp. em biofilme dentario de usuarios de
aparelhos ortoddnticos fixos (AOF) e relacionar com seus habitos e
caracteristicas.

Materiais e métodos: Foram isolados e identificados cepas de
Candida em amostras de saliva em individuos usuarios de AOF com
presenca de biofilme microbiano e individuos usuarios de AOF mas
sem presenca de biofilme (grupo controle), a partir do cultivo em
laboratorio.

Resultados: Neste estudo foram analisadas 108 amostras de
individuos com biofilme, e 51 individuos no grupo controle. Das 108
amostras analisadas, 52 (48,1%) foram negativas para o género
Candida e 56 (55,2%) foram positivas, sendo que em oito pacientes
foram isolados duas espécies de Candida, quatro pacientes com C.
albicans e C. krusei, um com C. albicans e C. tropicalis, um com C.
albicans e C. glabrata, um com C. tropicalis e C. glabrata € um com
C. tropicalis e C. krusei. No grupo controle 33,3% apresentaram
isolamento de Candida, mesmo nao apresentando biofilme.
Conclusao: Foram detectadas espécies de Candida patogénicas e
intrinsicamente  resistentes aos  convencionais  antifungicos,
ressaltando a importancia do diagndstico micolégico para um
tratamento adequado das infec¢cdes causadas por este grupo de
fungos presentes na cavidade oral dos individuos.

Palavras-chave: Candidiase oral, Candida spp., aparelho ortodontico
fixo.
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Introducgao

A terapia ortodontica busca como meta final o
estabelecimento de uma ocluséo funcional e esteticamente aceitavel.
O longo periodo em que o paciente ortodontico permanece sob
tratamento é necessario que o profissional motive seu paciente em
mudancas de comportamento, quanto aos habitos de higiene oral.
Se o paciente ndo for um colaborador, torna-se dificil aliar um bom
tratamento ortoddntico com uma adequada saude bucal, o que torna
a cavidade oral deste individuo um local ideal para a proliferagao de
microrganismos oportunistas (BARDAL et al., 2011; OLYMPIO et al.
2006).

Os acessorios ortoddnticos fixados na superficie dos dentes
dificultam a higienizacdo e consequentemente funcionam como
retentores de microrganismos, como bactérias e fungos
leveduriformes do género Candida que levam a formacao de placas
resultando na desmineralizagdo do esmalte e, consequentemente, o
aparecimento de manchas brancas, caries dentarias e gengivites
(FALCAO et al., 2004; KUMAR, 2008). Segundo Kumar (2008), a
cavidade oral exige cuidados constantes devido a proliferagédo de
microrganismos.

Leveduras do género Candida sdo os patdgenos
oportunistas mais comuns entre as infecgbes na populagdo. Estédo
presente como flora normal adaptada ao organismo humano, sendo
capaz de provocar a candidiase em hospedeiro com defesas
imunolégicas comprometidas ou ndao (RODRIGUES, 2007; RUBIN;
FARBER, 2002). Na candidiase da cavidade bucal (BRUSCA et al.,
2007), a C. albicans ¢é a mais frequente espécie com
aproximadamente 60% das infec¢des, seguido de espécies nao-
albicans como a C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis,
C. parapsilosis e outras (MURRAY et al., 2004; TEIXEIRA; MEZZARI,
2005). Em usuarios de protese dentaria removiveis com ma



higienizagdao bucal, feridas cronicas da mucosa, individuos
imunodeprimidos, uso prolongado de antibioéticos, corticoides ou uso
de imunossupressores sdao os mais atingidos (ARAUJO, 2005; LIMA
et al., 2005).

Ainda sdo poucos os estudos especializados, relacionados a
salde bucal dos usuarios de aparelho ortoddntico fixo e a presencga
de doengas causadas por fungos do Candida. Aliado a este fato tem
se observado a diminuicdo de suscetibilidade da Candida spp. ao
fluconazol sendo que a C. krusei naturalmente é resistente a este
antifingico, acarretando em implicagbes terapéuticas importantes no
espectro das candidiases (ALVES et al., 2000). Outro fato observado
€ que as espécies de Candida nao-albicans também tem apresentado
maior resisténcia aos antifungicos derivados azdlicos como o
cetoconazol, fluconazol e itraconazol e também a anfotericina B
(FERNANDES; CRIVELINI, 2004; ZARDO; MEZZARI, 2004).

Tendo em vista os escassos estudos sobre usuarios de
aparelho ortoddntico fixo e a presenga da Candida spp. como agente
de doengas bucais este estudo teve como objetivos principais
verificar a prevaléncia de Candida spp. e relacionar seus habitos e
caracteristicas com o intuito de ressaltar a importancia do diagndstico
das espécies para o consequente sucesso terapéutico.

Materiais e Métodos

No presente estudo, apds a aceitagdo do termo de consentimento
livre e esclarecido foi aplicado um questionario aos pacientes de uma
clinica ortodéntica com biofilme visualizado em placa branca na face
vestibular do dente, com aspecto poroso e a gengiva hiperplasiada e
eritematosa, caracterizando clinicamente como gengivite e, nos
individuos também usuarios de aparelho ortodéntico, abordados
livremente pela cidade de Porto Alegre, denominados estes de grupo
controle. Neste questionario foi pesquisado o tempo de uso do
aparelho ortoddntico fixo, idade, sexo, nimero de escovagoes por dia,
uso do enxaguante bucal, uso do fio dental, uso de tabaco e
problemas de saude relacionadas. A amostra de saliva tanto dos
pacientes com biofilme quanto do grupo controle foi coletada através
de um swab estéril nos incisivos na regido anterior e nos primeiros
molares na regido posterior da cavidade bucal (Figura 1), locais de
dificil higienizagcdo em pacientes com AOF.
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]

Figura 1. Locais da coleta das amostras

O mesmo swab foi depositado em um tubo contendo
solugdo com caldo Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol
permanecendo por 24 horas a temperatura de 30°C em estufa para o
crescimento dos fungos leveduriformes, seguido de plagueamento em
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agar Sabouraud dextrose, também acrescido de cloranfenicol, e
incubado a 30°C durante 48 h.

Com o crescimento do fungo leveduriforme, confirmado pelo
exame direto da colbnia, foi feita semeadura em meio cromogénico
(CHROMagar® Candida) e incubado a 30°C por 72 h, para a
diferenciagdo presuntiva das espécies de Candida, através da
coloragdo desenvolvida pelas coldnias através da atividade
enzimatica do meio. A confirmagéo das espécies ocorreu por testes
de crescimento a 42°C, formacgéo de tubo germinativo e visualizagdo
da micromorfologia pela técnica do microcultivo em lamina.

Durante o periodo de janeiro de 2010 a fevereiro de 2011
Foram colhidas amostras de 108 pacientes de uma clinica
ortoddntica, usuarios de aparelho ortoddntico fixo (AOF), com
presenca visual de biofilme caracterizado por placa branca na face
vestibular do dente, aspecto poroso e, gengiva hiperplasiada e
eritematosa, representando clinicamente a gengivite. Como grupo
controle foram colhidas amostras de 51 individuos usuérios de AOF
sem a presenca de biofilme, abordados livremente pela cidade de
Porto Alegre.

Todos os individuos amostrados foram informados sobre o
protocolo e, apds a concordancia voluntaria sobre sua participagao no
estudo, assinaram o termo de consentimento. O projeto de pesquisa
foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob n° 18147/2010.

Para a analise dos resultados foi realizado o teste estatistico
ANOVA (duplo fator e sem repeticdo) considerando-se diferenca
estatisticamente significativa quando p < 0,05.

Resultados

Neste estudo, tabela 1, foram analisadas 108 amostras de
individuos com biofilme e 51 individuos no grupo controle, sem
biofilme, todos usuarios de AOF. Das 108 amostras dos individuos
usuarios de AOF com presencga de placa, 73 (67,6%) eram mulheres
e 35 (32,4%) homens. Foram também colhidas amostras de 51
individuos usuarios de AOF, mas sem presenga de placa como grupo
controle. Deste grupo, 24 (47,1%) eram mulheres e 27 (52,9%) eram
homens. De acordo com a analise estatistica aplicada, o ndmero
amostral é significativo para as comparag¢des aplicadas quanto as
caracteristicas dos dois grupos de individuos pesquisados.

Das 108 amostras analisadas, 52 (48,1%) foram negativas
para o género Candida e 56 (55,2%) foram positivas, sendo que em
oito pacientes foram isolados duas espécies de Candida, quatro
pacientes com C. albicans e C. krusei, um com C. albicans e C.
tropicalis, um com C. albicans e C. glabrata, um com C. tropicalis e C.
glabrata e um com C. tropicalis e C. krusei, totalizando 64 (55,2%)
isolamentos de Candida spp..

A tabela 1 representa todos os dados obtidos dos pacientes
com biofilme e os do grupo controle quanto aos itens observados em
relagdo ao tempo de uso do aparelho ortoddntico fixo, idade, sexo,
uso do enxaguante bucal, nimero de escovagdes diarias, uso do fio
dental e fumantes.

Os resultados das analises expressos na tabela 1 e grafico
1 correspondem a um predominio de isolamentos de 36 (31,0%)
cepas de C. albicans seguido de 14 (12,1 %) cepas de C. krusei, 7
(6,0 %) cepas de C. tropicalis, 4 (3,5 %) cepas de C. glabrata, 2
(1,7%) cepas de C. dubliniensis e 1 (0,8%) cepa de C. parapsilosis.
Em 52 ( 44,8%) pacientes com biofilme ndo se obteve isolado de
Candida spp. No grupo controle, 34 (66,7%) nao houve isolamento de
Candida spp.. Das amostras positivas foram isoladas 17 (33,3%)
leveduras do género Candida, onde 10 (19,6%) das amostras foram
positivas para C. albicans, 5 (9,8%) de C. glabrata, 1 (2,0%) de C.
kruseie 1 (2,0%) de C. tropicalis.



Tabela 1: Relagdo observada dos pacientes com biofilme e os do
grupo controle quanto ao tempo de uso do aparelho ortodéntico fixo,
idade, sexo, uso do enxaguante bucal, nUmero de escovagbes por
dia, uso do fio dental e fumantes.

Pacientes com

Itens avaliados biofilme Grupo controle

Quantidade 108 pacientes 51 individuos
73 35
(67,6%) (32,4%) 24 (47,1%) 27 (52,9%)
Sexo mulheres homens mulheres homens
Negativos Positivo Negativos Positivos
para para para para
Isolamentos de Candida Candida Candida Candida
Candida spp. spp. spp. spp. spp.
52 64
(48,1%) (55,2%) 34 (66,7%) 17 (33,4%)
1Tmésad4 1mésa9 20 diasab
Uso de AOF anos anos anos 1 a6 anos
11 a 52 11 a 51 12 a 38 13 a 23
Idade anos anos anos anos
Sexo
32 41
Feminino (29,5%) (38,7%) 16 (31,3%) 8 (15,6%)
20 15
Masculino (18,5%) (13,3%) 18 (35,2%) 9 (17,9%)
Enxaguante
32 33
Nao usam (29,6%) (30,5%) 19 (37,2%) 13 (25,4%)
Usam 20 23
diariamente (18,5%)  (21,4%) 15(29,4%) 4 (8,0%)
Escovacgao
14 12
1 a 2x/dia (12,9%) (11,3%) 6 (11,7%) 3 (5,9%)
35 40
3 a 4x/dia (32,4%) (37,0%) 25(49,1%) 14 (27,4%)
Mais de 5x/dia 3(2,7%) 4(3,7%) 3(59%) 0 (0,0%)
Fio dental
30 24
Nao usam (27,7%) (22,2%) 8 (15,7%) 1(2,0%)
22 32
Diariamente (20,3%) (29,8%) 26 (50,9%) 16 (31,4%)
Fumantes
48 44
Nao fumam (44,4%) (41,4%) 31(60,8%) 15 (29,4%)
12
Fumantes 4 (3,7%) (10,5%) 3(5,9%) 2 (3,9%)
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Grafico 1: Isolados de Candida spp. em usuarios de AOF com
biofilme (A) e grupo de controle (B)

Os resultados obtidos quanto ao uso de enxaguante bucal
diariamente ou ndo entre os pacientes com placas e do grupo
controle, estdao apresentados no grafico 2. Observa-se neste grafico a
presenca de C. albicans predominante nos pacientes e nos individuos
que nao utilizam o enxaguante bucal diariamente.

Quanto aos habitos de escovagdo, uso de fio dental e a
pratica do tabagismo, foram informados pelos pacientes, estando os
resultados apresentados no grafico 3. Porém nao podemos afirmar
que este dado tenha sido fidedigno.
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Grafico 2: Incidéncia de Candida spp. quanto a freqiiéncia de uso do enxaguante em usuario de AOF com biofilme (A) e grupo de controle (B).
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Gréfico 3 - Perfil de isolados de Candida spp. para usuérios de AOF com biofilme quanto a escovagao (A), quanto ao uso de fio dental (C) e a pratica do tabagismo (E).
Perfil de isolados de Candida spp. para o grupo controle quanto a escovacgao (B), quanto ao uso de fio dental (D) e a pratica do tabagismo (F).
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Discussao

No presente estudo, as espécies de Candida isoladas das
amostras colhidas de pacientes com placa e do grupo controle
usuarios de AOF foram de C. albicans, e de espécies nao-albicans,
tabela 1 e grafico 1. Tal achado vem a contribuir com aqueles obtidos
por Haag et al. (2004) que estabeleceram uma relagéo causal entre
aumentos nas contagens de Candida spp. apds a implantagao de
aparelhos ortodonticos fixos em fungdo da geragdo de areas
estagnantes que favorecem a retengcdo de substrato e
microrganismos. Essa predominancia também se observa na
literatura tanto em pacientes imunocomprometidos como em
imunocompetentes (CROCCO et al., 2004; JORGE et al., 1997).

Para Hagg et al. (2004) e Menzaghi et al. (1991) o uso de
aparelho ortodéntico fixo origina uma modificagdo na microflora oral,
aumentando a concentragdo de microrganismos na saliva e na
mucosa oral. Brusca et al. (2007) estudaram o crescimento e a
aderéncia de C. albicans em diferentes tipos de braquetes e
verificaram o aumento na aderéncia do fungo em braquetes de
policarbonato, enquanto que nos metalicos ocorreu redugdo da
populagdo fungica. Outro fato observado por Hagg et al. (2004) e
Arslan et al. (2008) em seus estudos, houve um aumento no numero
de Candida spp. no inicio do tratamento ortodoéntico. No presente
estudo pode ser observado também estes fatos pelo elevado numero
de isolados de fungos nos individuos participantes.

Em estudo realizado na Turquia por Arslan et al. (2008)
observaram que em 42 (58.5%) dos 72 pacientes estudados,
apresentaram Candida spp., destes, C. albicans em 31(73.8%), C.
tropicalis, C. krusei e C. glabrata em 3 (7,1%). Gokdal et al. (2002)
pesquisaram em 60 usuarios de aparelho ortoddntico fixo com faixa
etaria média de 17.8 anos, encontrando em 15 (25%) dos individuos,
Candida spp. Destes, 13 (86%) apresentaram positividade para C.
albicans sendo que a C. krusei e C. dubliniensis foram isoladas em
apenas um individuo. Os resultados obtidos por estes relatos séo
semelhantes aos resultados obtidos no presente estudo em relagdo
ao numero de pacientes positivos com Candida spp. e das espécies
isoladas.

Ainda, nos Estados Unidos da América reunindo amostras
de Candida spp. de cinqlienta diferentes instituicbes, verificaram que
espécies nao-albicans responderam por 49% do total de episddios de
candidiase, sendo que as espécies mais prevalentes foram a C.
glabrata (17%), C. parapsilosis (16%), C. tropicalis (12%) e a C.
krusei (3%) (HAGG et al. 2004). No presente estudo as mais
frequentes foram C. krusei (12%), C. tropicalis (6%) e C. glabrata
(3%).

Menezes et al. (2005) afirmam que essa levedura adere
pouco as superficies dentais limpas, no entanto com o passar do
tempo sem a higienizagéo bucal forma-se uma pelicula de residuos e
a aderéncia da levedura aumenta, podendo colonizar o esmalte dos
dentes e as superficies radiculares, atuando como colonizador, pela
coagregagdo a outros microrganismos ja aderidos aos dentes. A
aderéncia da C. albicans podera estar implicado ndo apenas na
candidiase da mucosa oral, mas também associadas ao
desenvolvimento de caries e em outras doengas bucais. No presente
estudo o uso do enxaguante bucal diariamente ou nao, grafico 2 e
quanto aos habitos de escovagao, grafico 3, foram informados pelo
paciente ndo sendo possivel, verificar a veracidade da informagéo,
sendo que os resultados observados nao revelaram o esperado
quanto ao menor numero de isolamentos de Candida spp. em relagdo
ao uso do enxaguante e o maior nimero de vezes de escovagdes.

Quanto ao uso do fio dental, tabela 1 e grafico 3, também
demonstrou presenca de C. albicans em maior nimero nos pacientes
e individuos que usam fio dental diariamente do que nos que nao
usam e, nos isolamentos das espécies nao-albicans, foi obtido 50%
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entre os que usam e nao o fio dental, limitando-se também as
informacdes fornecidas pelos pacientes.

Segundo Spolidorio et al. (2001), o papel do tabaco na ocorréncia da
candidiase bucal ainda é controverso. O aumento da queratinizagao
do epitélio em pacientes fumantes parece facilitar a aderéncia de
Candida ao epitélio. Santos Filho e Schwartz (2002), encontraram um
percentual de Candida entre os fumantes de 62.5%, demonstrando
relagdo entre o habito de tabagismo e a incidéncia de Candida na
mucosa oral, entretanto outros estudos ndo observam essa relagcao
como no estudo realizado com fumantes, por Thiele e Menezes
(2007) que obtiveram 30,8% de Candida spp.. No presente estudo,
tabela 1 e grafico 3, ndo foi observado maior isolamento de Candida
nos fumantes, mas sim um maior indice de positividade para Candida
spp. tanto nos pacientes quanto no grupo controle dos nao fumantes.

Conclusoes

Neste estudo ndo houve diferenga significativa das espécies
de Candida na regido anterior e posterior da cavidade bucal.

O surgimento das espécies de Candida nas amostras do
grupo controle e de pacientes, sdo induzidos por fatores distintos,
corroborando com a hipotese de maior susceptibilidade ao
desenvolvimento de elevado numero de isolados do género nos
usuarios de AOF.

Foram detectadas espécies patogénicas do género e
intrinsicamente  resistentes aos  convencionais  antifungicos,
ressaltando a importancia do diagndstico micolégico para um
tratamento adequado das infec¢cdes causadas por este grupo de
fungos presentes na cavidade oral dos individuos.
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