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RESUMO

Leveduras estdo distribuidas na cavidade bucal e tém sido isoladas de diferentes nichos,
dentre estes, céries dentérias, que podem se constituir em reservatorios de microrganismos
potencialmente invasivos aos tecidos do hospedeiro, podendo provocar infec¢bes superficiais
ou sistémicas. No Ambulatorio de Odontologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz -
UPE - Recife, foram atendidos 100 pacientes, de ambos 0s sexos, numa faixa etaria de trés a
80 anos e distribuidos em quatro grupos: Pacientes com cardiopatia, com neoplasia, com
transplante hepético e clinicamente sdos. Desses pacientes foi coletado material de céarie
dentéria para detectar leveduras. Com cureta periodontal, odontélogos coletaram as amostras
de material de carie dentaria, as quais foram armazenadas em baterias térmicas e
transportadas para os laboratdrios da pds-graduacdo em Biologia de fungos (UFPE), onde
foram realizadas as técnicas para exame direto, cultura e identificacdo. Leveduras foram
isoladas de cérie dentaria de todos os pacientes. Das amostras de material de cérie dentaria de
pacientes com cardiopatia foram isoladas Candida albicans 51(79%), C.guilliermondii
7(11%), C. dubliniensis 3(5%), C. parapsilosis 2(3%) e Trichosporon pullulans 1(2%); De
pacientes com neoplasia, apenas C.albicans 11 (100%); De pacientes com transplante
hepético, C. albicans 6(50%) e C. guilliermondii 6(50%) e de pacientes clinicamente saos, C.
albicans 6 (43%),C. guilliermondii 6(43%),C. magnoleae 1(7%) e C. tropicalis 1 (7%).
Maior nimero e diversidade de leveduras ocorreram em amostras de pacientes com
cardiopatia. Maior nimero de leveduras foi obtido de amostras de pacientes da faixa etaria
entre 45 a 54 anos e maior diversidade entre 55 a 80 anos. Segundo o teste do Qui-quadrado,
ndo houve diferenca significativa entre as espécies de leveduras com relacdo aos grupos de
pacientes e faixa etéria.

Palavras chave: Leveduras, carie dentéria, pacientes.



ABSTRACT

Yeasts are distributed in the oral cavity and have been isolated from different niches, among
them, dental carie, which can be reservoirs of microorganisms in potentially invasive to the
host tissue and can cause infections or systemic surface. In Dental Clinic of the University
Hospital Oswaldo Cruz - UPE - Recife, 100 patients were attendit, of both sexes, in an age
group of three to 80 years and divided into four groups: Patients with heart disease, cancer,
liver transplantation and clinically healthy. Of these patients was collected material for dental
carie to detect yeasts. With periodontal curette, dentists collected samples of material from
dental carie, which were stored in thermal batteries and transported to the laboratories of post-
graduate in biology of fungi (UFPE), where the techniques were performed for direct
examination, culture and identification . Yeasts were isolated from dental carie in all patients.
Of the samples of material of dental carie in patients with heart disease were isolated Candida
albicans 51 (79%), C.guilliermondii 7 (11%), C. dubliniensis 3 (5%), C. parapsilosis 2 (3%)
and Trichosporon pullulans 1 (2%); In patients with cancer, only C.albicans 11 (100%); In
patients with liver transplantation, C. albicans 6 (50%) and C. guilliermondii 6 (50%) in
patients clinically healthy, C. albicans 6 (43%), C. guilliermondii 6 (43%), C. magnoleae 1
(7%) and C. tropicalis 1 (7%). Increased number and diversity of yeasts occurred in samples
from patients with heart disease. Increased number of yeast was obtained from samples of
patients from the age group between 45 to 54 years and more diversity between 55 to 80
years. According to the Chi-square test, there was no significant difference between the
species of  yeast with  respect to groups of patients and  age.

Keywords: Yeasts, dental carie, patients
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1 INTRODugAO

Leveduras sdo fungos unicelulares que se reproduzem por brotacéo, fissao e brotacéo-
fissdo (Lacaz et al., 2002); estdo amplamente distribuidas em natureza e presentes na cavidade
oral, fazendo parte da microbiota bucal, que tem importante papel tanto na saude bucal como
no desenvolvimento de doencas decorrentes da alteragéo desse ecossistema, contribuindo para
0 desenvolvimento do sistema imune, permitindo a colonizagdo equilibrada de grande
variedade de microrganismos, 0s quais se constituem como reservatorio de microrganismos
potencialmente invasivos aos tecidos do hospedeiro.

Leveduras tém sido isoladas também de placas dentarias (Anderson; Odds, 1985),
canais radiculares (Najzar-Fleger et al.,1992), em céaries dentarias (Najzar-Fleger, 1992;
Marren et al., 1996) e alterac6es subgengivais (ZAMBON et al. 1990).

A cérie dental é uma doenca infectocontagiosa, multifatorial, que resulta em perda de
minerais da estrutura dos dentes, causada por acidos organicos produzidos por
microorganismos, durante o metabolismo de carboidratos; a mesma € considerada uma
doenca complexa que depende da interacdo de fatores relativos ao hospedeiro e da presenca
de microrganismos cariogénicos (Fernandes; Alves, 1997) que pode ser detectada pelo exame
clinico visual quando ‘“atinge um nivel de porosidade capaz de alterar o padrdao de refragao
dos raios luminosos incidentes” (THYLSTRUP; FEJERSKOV, 1988; WEYNE; HARARI,
2001; VALLE, 2002).

O patdgeno primario, Streptococcus mutans, juntamente com o Actinomyces viscosus e
S. sanguis estdo envolvidos na aderéncia ao dente e na producao de acido latico necessarios a
dissolucdo do esmalte (Langlais; Miller, 2002), além das leveduras que também podem
participar da formacdo do biolfilme. O acimulo de biofilme dental desempenha um papel
decisivo na iniciacdo da carie dentaria e da gengivite, e sua remocdo efetiva é essencial para o
restabelecimento e/ou manutencédo da satde bucal. Os biofilmes contendo Candida albicans
sdo importantes para a manifestacdo de candidoses de mucosas e para O processo de
colonizagdo, tanto de cavidades de carie como de bolsas periodontais (GEORGE; FALKLER,
1992; STARR et al., 2002).
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Embora algumas espécies estejam distribuidas de forma mais restrita, podem comportar-se
COmo microrganismos comensais ou patogénicos no organismo do homem e de outros
animais (Martins et al., 2002), desde que haja ruptura no equilibrio bioldgico resultante de
fatores predisponentes, patoldgicos, fisioldgicos, imunoldgicos e mecéanicos, havendo entéo,
um aumento na multiplicagéo e/ou invaséo destes microrganismos em tecidos, instalando-se a
infeccdo (GHANNOUM; ABU-ELTEEN, 1990; ODDS, 1998).

A diversidade de espécies de leveduras com o aumento do numero de individuos
imunocomprometidos na populacdo tem atraido a atencdo para o estudo de espécies de
leveduras como fungo oportunista patogénico, destacando-se a C. albicans como agente
etiologico de maior incidéncia em lesdes de candidiase bucal (Powderly, 1992; Greenspan;
Greenspan, 1993; Chigurupati et al., 1996, Ramosgomez et al., 1999). Outras espécies
também vém emergindo como patdgenos causadores de infecgbes fungicas como C.
tropicalis, C. stellatoidea, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guillermondii (Krcmery;
Barnes, 2001; Cheng et al., 2005; Richardson, 2005) e C. dubliniensis (SULLIVAN;
COLEMAN, 2004; MEILLER et al., 1999; BROWN et al., 2000; PORTELA et al., 2004).

Segundo a literatura consultada, ha caréncia de informacges referente ao material de
carie dentaria e leveduras isoladas deste material, além da preocupacéo de nao puder dissociar
a saude bucal da geral, que em condi¢bes especificas, pode atuar como focos de
disseminacbes de microrganismos patogénicos, ocasionando efeitos sistémicos. Por isso, 0s
objetivos deste trabalho € conhecer leveduras presente em material de carie dentéria de
pacientes atendidos no Ambulatério de Odontologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz
— UPE — Recife - PE, verificar a ocorréncia de leveduras em material de carie dentaria, indicar
a espécie prevalente das amostras isoladas, relacionar a diversidade de leveduras com a
condicdo clinica dos pacientes e relacionar as espécies isoladas com sexo e idade dos

pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A microbiota bucal coexiste em estado balanceado e harménico com o hospedeiro,
porém mudancas nesse ambiente, como o surgimento de diferentes nichos pode provocar
alteracOes quantitativas e qualitativas do referido equilibrio (JORGE et al, 1987).

A cavidade bucal oferece uma variedade de nichos a colonizagdo microbiana,
permitindo a sobrevivéncia de uma diversidade de bactérias, virus e fungos (Haffajee;
Socransky; 1994; Sweeney et al., 1998; Jabra-Rizk et al., 2001). As espécies de Candida
fazem parte da microbiota comensal da boca; entretanto, sob determinadas condigdes,
comportam-se como patégenos oportunistas, produzindo infecgdes que vdo desde lesBes de
mucosas superficiais até disseminac@es sistémicas graves. (DE REPENTIGNY et al., 2000;
LEUNG et al., 2000).

Segundo Hofling, Rosa (1999) o género Candida compreende um grupo de leveduras
encontrado em diversos ecossistemas, inclusive na microbiota residente de humanos e
animais; no entanto, podem comportar-se como patdgenos oportunistas, produzindo infeccdes
gue se manifestam clinicamente por lesbes superficiais da pele e mucosas, ou mesmo, sob
determinadas circunstancias, como candidoses disseminadas, muitas vezes severas ou letais
(Liu et al., 1996). Nas ultimas duas décadas a literatura tem relatado uma ocorréncia crescente
de infeccBes por esses fungos, assim como a identificacdo de novas espécies patogénicas,
principalmente em imunocomprometidos ( PFALLER, 1995; PIZZO et al., 2002).

Diversos estudos reportam que aproximadamente metade da populacdo adulta
saudavel abriga essas leveduras nas mucosas bucais (Arendorf; Walker, 1980; Darwazeh; Al-
Bashir, 1995; Abu-Elteen; Abu-Alteen, 1998), entretanto, uma prevaléncia muito variavel
entre os diferentes grupos populacionais tem sido encontrada (Hannula et al., 2000;
Samaranayake; Samaranayake, 2001). Isso pode ser devido principalmente a dificuldade de
padronizacdo dos fatores que influenciam a colonizacéo, em populagcfes heterogéneas, como
uma dieta rica em acucares (Pizzo et al., 2000) ou a presenca de cavidades de cérie dentaria
(STARR et al., 2002).

Vérias condicGes predisponentes estdo associadas tanto a colonizacdo assintomatica

quanto a manifestacdo clinica de candidoses, incluindo as deficiéncias imunes especificas
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Fidel, 2002; Rodriguez-Galan et al. 2002), além de desordens enddcrinas, lesdes de tecidos
moles e medicamentos como antibidticos e corticosterdides (MOREIRA et al., 2001).

Nas ultimas décadas, varios fatores tém contribuido para o aumento da incidéncia de
infeccOes fungicas oportunistas, e 0 mais relevante pode ser o crescimento das populacdes de
individuos gravemente enfermos e/ou de imunocomprometidos, que sobrevivem com 0s
avancos da medicina, recém-nascidos de baixo peso, infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana, neutropenias induzidas por quimioterapia, transplantes de érgdos, procedimentos
médicos invasivos, como cirurgias extensas ou cateteres vasculares, ou mesmo medicamentos
como antibidticos ou corticosteroides (Groll et al., 1998; De Backer et al., 2000). Uma outra
razdo para a relevancia das infeccGes provocadas por estes microrganismos é que, embora
existam muitos compostos antifangicos disponiveis no mercado, tais drogas tém limitacGes
em sua utilizacdo, por apresentarem toxicidade ao hospedeiro, e também pela possibilidade de
ocorrer a manifestacdo de resisténcia, por diferentes espécies e subespécies de Candida
(Powderly et al., 1993). Portanto, todos estes aspectos tém contribuido, conjuntamente, para
aumentar o interesse no estudo desses microrganismos (De BACKER et al. 2000).

As leveduras sdo encontradas, assim, colonizando diferentes sitios da cavidade bucal,
como lingua, palato, tonsilas e mucosa dos labios e bochechas (Arendorf, Walker, 1980;
Hagewald et al., 2002); e em céries dentarias (STARR et al., 2002; HOSSAIN et al., 2003).

Segundo Samaranayake e Samaranayake (2001) relata como sdo altamente prevalentes
em populacBes saudaveis e assintomaticas, o isolamento de Candida spp. da cavidade bucal
ndo implica, necessariamente na ocorréncia de infecgdes

Starr et al (2002); Hossain et al. (2003) que as cavidades de caries dentarias podem ser
um reservatorio importante de espécies de Candida. Segundo Hossain et al. (2003) foi
observada uma semelhanca significativa entre as cepas de C. albicans que colonizavam a
cavidade bucal e o trato gastrointestinal de criancas com lesfes de carie severas, e propdem
que tais lesBes sirvam como nichos para a colonizacdo de C. albicans para sitios distantes da
boca, podendo, causar infeccdes em 6rgdos vitais como pulmdes, estbmago e intestino. Os
autores recomendam o tratamento odontoldgico e uma adequada higiene bucal como medidas
preventivas indispensaveis, especialmente em populacdes de risco. Estes fungos também ja
foram observados infectando canais radiculares, muitas vezes associados com a resisténcia a
terapia endodontica (MOLANDER et al.,1998).
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Loesche (1986), Lindquist et al.(1991), Thylstrup; Fejerskon (1995) Jorge (1998) e
Napimoga (2004) relataram que uma das doencas bucais que reflete falha no equilibrio da
microbiota bucal ¢é a cérie dentéria, resultante de aumento do nimero de microrganismos, que
em sua progressdo desencadeia a destruicdo de tecidos mineralizados dos dentes. Entre os
fatores principais apontados para que a cérie se estabeleca estdo o hospedeiro com dentes
susceptiveis, colonizados por microrganismos potencialmente cariogénicos, dieta com alto
consumo de carboidratos e higiene bucal deficiente.

Segundo Ramirez-Amador et al. (1997), a incidéncia de leveduras na cavidade bucal e
as razbes para o estabelecimento da infeccdo flngica sdo decorrentes de fatores
predisponentes tais como: queda de imunidade do hospedeiro, desordens enddcrinas, lesdes
em mucosas, higiene oral deficiente e tratamento prolongado com antibidticos e
corticosteroides.

Durante os eventos de colonizacdo e infeccdo, um nimero de fatores de viruléncia é
expresso pelas espécies de Candida, como por exemplo, a adesdo do fungo aos tecidos do
hospedeiro, as alteracbes morfogénicas e a secrecdo enzimatica (Calderone; Fonzi, 2001). No
entanto, nenhum fator em particular tem sido considerado o Unico responsavel pela infeccéo,
mas uma combinacdo de mecanismos de viruléncia, expressos sob determinadas
circunstancias, parece ser responsavel pelo desenvolvimento de candidoses (ODDS, 1994).

A presenca de Candida na cavidade bucal ndo é suficiente para a colonizacdo; o
primeiro passo é a adesdo da levedura as células do epitélio do hospedeiro (Samaranayake;
Mcfarlane, 1990). A adesdo da levedura a superficie celular é decorrente das adesinas de
superficie do agente infectante que reconhecem a matriz extracelular de proteinas tais como
laminina, colageno, fibronectina e fibrina, presentes nas superficies celulares do hospedeiro
(GREEFIELD, 1992; KLOTZ et al., 1993).

Em geral as leveduras envolvidas em colonizacdo de méos de profissionais da area de
salde e cateteres podem ser virulentas e oferecer riscos de infeccdo. A maior parte das
candidemias é precedida pelo evento de colonizacéo do préprio paciente pela mesma espécie
de levedura responsavel pela infeccdo, contudo as infeccGes hematogénicas por Candida spp
podem ser adquiridas por via exdgena, através do contato das mé&os dos profissionais de
salde, principalmente em pacientes portadores de cateteres vasculares (STRAUSBAUGH et
al., 1996; TAMURA; GASPARETTO, 2003; CHENG et al., 2005).
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Muitos microrganismos, considerados como ndo patogénicos, tem a capacidade de
produzir infecgbes e doencas. Esta propriedade ndo depende somente dos fatores de
viruléncia, mas dependera também dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Tem havido,
recentemente, um constante aumento na incidéncia de infec¢bes devidas a tais
microrganismos, dos quais muitos fazem parte da microbiota do homem e dos animais. O
enfraquecimento do hospedeiro pode ser ocasionado pelo uso de drogas, como as que
reduzem a rejeicdo apos transplantes de 6rgdos (drogas imunossupressoras) e nos casos de
portadores de Cancer (FINEGOLD; WEXLER, 1988).

A Candida albicans ¢é o agente etiol6gico encontrado com maior incidéncia em lesdes
de candidiase bucal (Powderly, 1992; Greenspan; Greenspan, 1993 Chigurupati et al., 1996;
Ramosgomez et al., 1999), ocorre como um microrganismo comensal na cavidade bucal dos
individuos ndo causando alteracBes (Arendorf; Walker, 1980), entretanto, em pacientes
imunocomprometidos, assume caracteristicas de patogenicidade alterando a harmonia com o
hospedeiro. E considerada a mais virulenta, invadindo e provocando danos aos tecidos,
qguando as defesas do hospedeiro estiverem local ou sistematicamente prejudicadas (Budtz-
Jorgensen, 1990; Larone, 1995; Edman, 1998; Zdllner, 2000). As candidoses por C. albicans
podem ser superficiais ou profundas, viscerais ou sistémicas, com localizagdo mucosa ou
muco-cutanea e com fungemias. C. albicans pode causar também flebite supurativa, artrite,
osteomielite, endoftalmite, vaginite, balanite e lesdes do sistema nervoso central (ZOLLNER,
2000; LACAZ et al., 2002).

Outras espécies também vém emergindo como patégenos causadores de infeccdes
fangicas como C.tropicalis, C.stellatoidea, C.krusei, C.parapsilosis, C.glabrata, C.
guillermondii, Powderly, (1992); Greenspan; Greenspan (1993); Krcmery; Barnes (2001);
Cheng et al. (2005); Richardson (2005) e C. dubliniensis (SULLIVAN; COLEMAN, 1998;
MEILLER etal., 1999; BROWN et al., 2000; PORTELA et al., 2004).

Para colonizar, infectar e evadir-se das defesas do hospedeiro, C. albicans possui um
repertorio de fatores de viruléncia, que inclui uma variedade de enzimas, cujos principais
representantes sdo as proteinases aspartil secretadas (saps) e as fosfolipases. O
estabelecimento de possiveis correlacdes entre a atividade enzimatica e as diferentes
linhagens de C. albicans, assim como a compreensdo mais aprofundada do papel

desempenhado por essas enzimas durante os processos infecciosos, abrird novas perspectivas
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de intervencOes terapéuticas (OLLERT et al., 1995; GHANNOUM, 2000; CALDERONE;
FONZI, 2001; HUBE; NAGLIK, 2001; NIEWERTH; KORTING, 2001).

Siqueira; Rocas (2004) detectaram C. albicans associada a espécies bacterianas em
dentes com lesbes peri-radiculares persistentes. Para tais autores, a resisténcia aos
medicamentos dispensados intra-canal, e a capacidade de colonizar a dentina e invadir tabulos
dentinarios podem explicar a presenca dessa levedura nas infec¢es endodénticas persistentes.

Para os autores, Sullivan et al. (1995); Hannula et al. (2000), a C. dubliniensis é capaz
de aderir fortemente as células do epitélio mucoso, e parece estar bem adaptada ao meio-
ambiente bucal, além de ter sido isolada ainda do trato respiratério, vagina e trato
gastrointestinal, e também de urina, escarro e feridas, estando implicada em infeccGes
invasivas, mesmo em HIV-negativos, quando acometidos por doencas graves
(JAINKITTIVONG,1998; SULLIVAN; COLEMAN, 1998; FOTEDAR; ALHEDAITH,
2004).

A ocorréncia de leveduras é também comum em pacientes com cancer em estagio
avancado (Davies et al., 2002), e a candidose bucal é considerada uma condicao clinica grave
entre esses pacientes; desse modo, estudos epidemioldgicos sobre a distribuicdo e o potencial
de viruléncia dessas leveduras, em diferentes grupos populacionais, abordando os fatores de
risco associados a infeccdo, sdo importantes no desenvolvimento de estratégias para o
controle e prevengdo de infecgbes clinicamente importantes (LOCKHART 1999;
GHANNOUM, 2000; LEUING et al., 2000; DAVIES et al., 2002; RODRIGUEZ-GALAN et
al., 2002; KAM; XU, 2002).

Patterson (1999) relata que as infecgdes causadas por fungos ocorrem, geralmente,
entre o final do primeiro més e o sexto més pos-transplante de drgédos solidos, estando
associadas a 6bitos nesse periodo. Infecgdo por Candida (endégena ou exdgena) ocorre em
pacientes imunocomprometidos nas unidades de terapia intensiva (PATTERSON, 1999;
BOAZ et al., 2006).

Embora a infeccdo por fungos ocorra mais frequentemente em pacientes
imunocomprometidos, varios casos deste tipo de infecgdo, pds cirurgia cardiaca, tém sido
descritos na literatura médica. A incidéncia de endocardite infecciosa em prétese valvar
varia de 7 a 25%. O periodo de maior risco sdo 0s seis meses apos a troca valvar, com
incidéncia de 1,4 a 3,1% no 1° ano, declinando para 0,35% apds um ano. Os agentes mais

comuns de infeccdo nos primeiros 60 dias apos o implante da prétese sdo o Staphylococcus
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aureus, os bacilos gram negativos, os difterdides e os fungos. Os fungos podem corresponder
até a 10% dos casos, com predominio da C. albicans e do Aspergillus sp. Os principais
fatores predisponentes para a infec¢do fangica sdo a cirurgia cardiaca, o uso de drogas
injetaveis, a antibioticoterapia endovenosa prolongada, a nutricdo parenteral e a
imunossupressao grave (RAMOS et al., 2003).

A maior parte das infeccbes por Trichosporon é considerada micose oportunista,
chegando-se a catalogar muitos casos como mortais; apresentam-se sobretudo em pacientes
neutropénicos, que recebem quimioterapia ou corticosterdide, e, com muito mais freqiéncia,
em pacientes transplantados ou portadores de neoplasia; foram relatadas em pacientes com
hemocromatose, com proteses valvulares ou dispositivos intravenosos, ou com AIDS. Nos
pacientes que apresentam granulocitopenia grave, as manifestacfes clinicas podem
caracterizar-se por febre, lesBes maculopapulares na pele, coriorretinite, infiltracOes
pulmonares, endocardite, hepatite, encefalite, septicemia (fungemia) refrataria a tratamento,
fungdria e dano renal (WALSH, 1996).
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 GRUPO DE ESTUDO

No Ambulatorio de Odontologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz - UPE, Recife,
foram atendidos 100 pacientes, de ambos 0s sexos, com faixa etaria de 3 a 80 anos. Estes
foram distribuidos em 4 grupos: pacientes com cardiopatia, com neoplasia, com transplante
hepético e clinicamente sdos. Entre os pacientes com cardiopatia havia uma subdivisdo para
diferenciar os tipos de cardiopatia, valvopatia, doenca coronariana, cardite, cardiopatia
hipertensiva, e cardiopatia congénita. E para os pacientes com neoplasia, leucemia,

melanoma, carcinoma brénquica e cancer de prostata.

3.2 COLETA DE MATERIAL DE CARIE DENTARIA

As amostras foram coletadas em material de carie dentaria por profissionais da area de
Odontologia através do uso de cureta periodontal esterilizada com auxilio de espelho bucal,
gaze para secar 0s dentes e lanterna para iluminacdo. As mesmas foram acondicionadas em
tubos esterilizados contendo 1mL de agua destilada esterilizada, adicionada de 50mg de
cloranfenicol/L. Em seguida, armazenadas em baterias térmicas e transportadas para o
Laboratorio da Poés-graduacdo em Biologia de Fungos, da Universidade Federal de
Pernambuco onde foram maceradas e submetidas as técnicas de exame direto, cultura e testes

para identificacdes de leveduras.

3.3 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

3.3.1 EXAME DIRETO

Foram retiradas aliquotas para preparacdo de laminas a fresco para visualizacdo de

estruturas fangicas.
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3.3.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE LEVEDURAS

Da suspensdo foi retirado 0,2 mL e semeadas por espalhamento radial na superficie do
meio agar Sabouraud adicionado de extrato de leveduras e 50mg de cloranfenicol/L contido
em placas de Petri e mantidas a temperatura ambiente (28° C + 2° C) e a 37° C em duplicata.
As placas foram observadas diariamente e ap6s 72 horas foram purificadas a partir de
suspensdes com agua destilada esterilizada adicionada de 50mg de cloranfenicol/L. Dessas
suspensdes foram retiradas 0,2 mL e semeadas por espalhamento radial na superficie do meio
agar Sabouraud adicionado de extrato de leveduras e 50mg de cloranfenicol/L contido em
placas de Petri e mantidas & temperatura ambiente (28° C + 2) e a 37° C. A medida que as
colbnias isoladamente surgiram, foram repicadas para tubos de ensaio contendo agar

Sabouraud sem antibidtico (Fluxograma).

3.3.3 IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

Apb6s a purificacdo, foram isoladas unidades formadoras de coldnias isoladas
aleatoriamente de um ponto em que apresentavam caracteristicas macroscépicas semelhantes
e, posteriormente identificadas com base na morfofisiologia, segundo os critérios adotados
por KURTZMAN; FELL (1998), HOOG; GUARRO (2000); BARNETT et al. (2002).

Os meios de cultura foram preparados segundo LACAZ et al. (2002).
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

24

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada pela aplicacdo do Teste do Qui-

quadradro X2 em tabela de contingéncia segundo BUSSAB; MORETTIN (2003).

3.5 MEIOS DE CULTURA

3.5.1 Meio para o isolamento e purificagio

Agar Sabourand + 0,5% de extrato de levedura (SAB + YE)

Peptona de Carme........ccooevvrenenneeeinennen, 10g
Extrato de leveduras............ccccovevvevveennenne. 5¢
DEXIIOSE.....ceeiieeeiiiie e 409
AGAr....oiie 20g
Cloranfenicol..........ccccooeiiiiiiniiiicne 50mg
Agua destilada g.5.p.....c.cvvvreverrnnnnn. 1000mL

pH final =5,5
3.5.2 Meios para identificagéo

Agua Bile de Boi
Bile de BOl...c.ooveiiiieice 20g
Agua destilada g.5.p........cccverreennnen. 1000mL

Agar gorodkowa

Extrato de carne.......cccoceeevvveviecieecie e, 19
Cloreto de SOdi0..........ccceevevviciiiieeieenen, 0,59
DEXIIOSE.....eeeiiiieiiiieciiee e 0,259
A i 2,09

Agua destilada g.5.p........ccovvrrrerrrennn, 1000mL
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Meio com Carbonato de Calcio

Extrato de leveduras..........cccccovvvvrvniieiennne. 11g
DEXIIOSE. .. .eeiiiieeiiie e 59
Carbonato de CAICIO..........ccccvevveiiiieiienns 39
AGAr....oooiii 209
Agua destilada g.8.p.....c..ccevvrerririennnns 1000mL

Agar uréia

Peptona de Carne........cccoveeveveevieseesieennnn, 1,09
DEXIIOSE.....eeiiiiieiiie e 59
Cloreto de SOI0.........cccverveirenniienieeeiee, 5¢
Fosfato de potassio monobasico................... 29
Vermelho de fenol............ccccoveeeeiennnnn. 0,012¢
(0T TSR 299
AN i 209
Agua destilada g.5.p.....c.vevevrerrirrenns 1000mL

3.5.2.1 Prova de assimilacao

Meio bésico C

Sulfato de amonio.... ... 59
Fosfato de potassio dibasico............cc.ce. ... 19
Sulfato de magnésio..........cccccevveveiieiieennens 0,59
AGAT i 20g

Agua destilada g.5.p........covvvererreennn, 1000mL

25
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Meio basico N

Fosfato de potassio dibasico_ ... .. 19
Sulfato de magnesio...........ccoevvrerereneennen. 0,5¢
DEXIIOSE. .. .eiiiiiieiiiee e 209
AN i 20g
Agua destilada g.5.p.....cc.ccervrereernnnn. .1000mL

3.5.2.2 Prova da fermentacédo de acucares

Agua peptonada a 0,5 %

Peptona. de Carne ..........ccevvevvveveeceesreennenn, 0,59
Extrato de leveduras............ccooevvvieinnnenn, 0,5¢
Agua destilada g.5.p.....cc.cceveveeverrnnnne. 1000mL

26

Solugdes de agucares (arabinose, glicose, galactose, lactose, maltose, metil a glucosidase,

melicitose, melibiose, rafinose, sacarose, trealose, xilose ) a 4%



ARAUIJO, G.F. Leveduras isoladas de cérie dentéria de pacientes atendidos ... 27

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No Ambulatério de Odontologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz — UPE,
Recife, PE, Brasil, foram analisadas amostras de material de cérie dentaria de 100 pacientes
distribuidos em quatro grupos, correspondentes a 63 pacientes com cardiopatia, 11 com
neoplasia, 12 com transplante hepatico e 14 clinicamente saos.

Entre os pacientes com cardiopatia, 27 eram portadores de valvopatia, 14 de cardite, 11
de doenca coronariana, nove de cardiopatia hipertensiva e dois de cardiopatia congénita;
Considerando os pacientes com neoplasia, quatro com leucemia, trés com melanoma, dois
com carcinoma brénquica e dois com cancer de prostata.

Ao exame direto foram detectadas células de leveduras com brotagdo simples, e
multipla, isoladas e agrupadas, pseudomicelio, micélio verdadeiro e artrosporado; Foi positivo
0 exame direto de 32% das 100 amostras de material de carie dentaria dos pacientes ja
citados, correspondendo a 27 amostras de material de carie dentaria de pacientes com
valvopatia e uma amostra de material de paciente com cardiopatia congénita. Das amostras
de material de cérie dentéria dos pacientes com cardite, com cardiopatia hipertensiva, com
doencga coronariana, com leucemia, com melanoma, com carcinoma bronquica, com cancer de
préstata e de amostras de material de cérie dentaria de pacientes clinicamente sdos, todas
foram negativas para o exame direto; Das amostras de material de carie dentaria de pacientes

com transplante hepatico, quatro foram positivas (Figura 1). Nao houve diferenca significativa
2 « : : - -
X =102,1 em relacéo ao resultado de exame direto das amostras de material de carie dentaria

dos pacientes.

O resultado de exame direto das amostras de pacientes analisados pode ser atribuido a
escassa quantidade de material colhido das céries dentérias, todas de pequena extensdo. E
importante enfatizar que cada paciente era portador apenas de uma carie dentaria, em

decorréncia dos mesmos terem acompanhamento profilatico.
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Clinicamenteih
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Figura 2. Exame direto de amostras de material de carie dentaria de pacientes atendidos no
Ambulatério de odontologia do hospital Universitario Oswaldo Cruz-UPE, Recife,PE,Brasil.

E.D- Exame direto negativo, E.D.+ Exame direto positivo.
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Foram obtidas 101 culturas de leveduras das 100 amostras de material de cérie dentaria

analisadas, independente do resultado do exame direto. Vale salientar que de uma amostra
foram isoladas duas espécies de leveduras e das demais apenas uma espécie. Estudos relatam
que uma Unica amostra clinica pode ser colonizada tanto por uma Unica espécie quanto por
multiplas espécies de Candida no mesmo ou em diferentes sitios do organismo(BARROS,
2005).
Das leveduras isoladas, 78 correspondem a Candida albicans, 15 a C. guilliermondii, trés a
C. dubliniensis, uma a C. magnolea, uma a C. parapsilosis, uma a C. tropicalis e uma a
Trichosporon pullulans. Dos 27 pacientes portadores de valvopatia foram isoladas 21 C.
albicans, duas C. guilliermondii, trés C. dubliniensis, uma C. parapsilosis e um
Trichosporon pullulans; dos 14 com cardite, 12 C. albicans, um C. guilliermondii e um C.
parapsilosis; dos 11 com doenga coronariana, sete C. albicans e quatro C. guilliermondii;
dos dois portadores de cardiopatia hipertensiva e dos portadores de cardiopatia congénita foi
isolada apenas C. albicans com respectivo numero de isolados, nove e dois. Foram isoladas
apenas C. albicans em amostras de material de cérie dentaria de pacientes com leucemia,
correspondendo ao nimero de quatro isolados, trés em pacientes com melanoma, dois em
pacientes com carcinoma brdnquico e dois em pacientes com cancer de prdstata. Das
amostras de material de cérie dentéaria de pacientes com transplante hepatico foram isoladas
seis C. albicans e seis C. guilliermondii. E das amostras de material de carie dentaria de
pacientes clinicamente sdos foram isoladas seis C. albicans, seis C. guilliermondii, uma C.
magnolea e uma C. tropicalis (Figura 2). N#o houve diferenca significativa y* = 203,1 em
relacdo as espécies e 0s grupos de pacientes analisados.

A variedade de leveduras isoladas de material de carie dentaria dos pacientes
selecionados esta apoiada por Branchini et al. (1994); Birman et al. (1997); Sen et al.(1997);
Jacob et al.(1998); Sziegoleit et al. (1999); Moreira et al.(2001); Koneman et al.(2001); Silva
et al. (2002); Rego et al. (2003); Soares et al. (2004); Medrano et al. (2006); quando dizem
gue varias causas tém sido propostas para explicar a subita emergéncia de tantas espécies
novas de leveduras como agentes infecciosos, entre os quais sao citados o uso de antibidticos
de amplo espectro por periodos prolongados, agentes antineoplasicos, uso de cateter venoso,
neoplasias, neutropenia, imunossupresséo e outros fatores que causam diminuigéo do sistema

imunoldgico, além do uso disseminado de antifungicos, por serem menos eficazes contra as
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espécies que ndo é a C.albicans, possibilita sua proliferacdo (CAMPISI et al., 2002; KAM,;
XU, 2002; AHMAD et al., 2003; EPSTEIN et al., 2003).

@ Candida albicans

m C. guilliermondii

Melanoma

Leucemia || 4 |

Cardiopatia
congénita

Cardiopatia e

hipertensiva

O C. dubliniensis
o C. magnolea

m C. parapsilosis
B C. tropicalis

®m Trichosporon pullulans

Figura 3. Espécies de leveduras isoladas de material de cérie dentéria de pacientes atendidos
no Ambulatério de odontologia do hospital Universitario Oswaldo Cruz-UPE, Recife,
PE,Brasil.
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Entre as leveduras isoladas, verifica-se a predominancia de C. albicans, o que ndo houve
diferenca significativa y* = 68,10 em relagdo as outras espécies isoladas. O isolamento de C.
albicans em material de carie dentaria é utilizado como mecanismo especifico para conseguir
refugios na cavidade bucal, podendo atuar como saprébio ou através da capacidade de invaséo
de tecidos, provocar infecgdes fingicas. E reconhecida como agente oportunista freqiiente nas
infeccbes em pacientes imunocomprometidos, associado a fatores como, baixa imunidade,
desordens enddcrinas, lesbes em tecidos moles, higiene bucal deficiente, prolongada terapia
antibidtica, fatores nutricionais, baixo fluxo salivar. Esses fatores seriam desencadeantes de
infeccdo, porém, a severidade desta, além de estar relacionada a fatores do hospedeiro
também se deve as propriedades inerentes ao proprio microrganismo, o que tem sido
enfatizado por ARENDORF; WALKER (1980); CANNON et al. (1995); SEN et al. (1997);
FLAITZ; HICKS,(1999); MOREIRA et al. (2001); NIKAMA et al. (1998);
GUILHERMETTI (2004); CERQUEIRA et al. (2005).

O isolamento de leveduras em material de carie dentaria em pacientes com cardiopatia
pode ser apoiado por Joklik et al. (1995) quando dizem que A Candida guilliermondii, e C.
parapsilosis podem estar associadas a infeccdo de mucocutanea, particularmente na mucosa
bucal e podem ser agente etiolégico de endocardites. Colombo et al. (1999) cita que a C.
parapsilosis esta envolvida frequentemente em candidemia de pacientes hospitalizados.

A C.dubliniensis tem sido isolada por todo o mundo, entretanto, € raro seu
aparecimento na microbiota bucal de individuos, além de ter sido isolada ainda do trato
respiratdrio, vagina e trato gastrointestinal, e também de urina, escarro e feridas, estando
implicada em infecc@es invasivas, mesmo em HIV-negativo, quando acometidos por doencas
graves (JAINKITTIVONG et al.1998; SULLIVAN; COLEMAN, 1998; FOTEDAR;
HEDAITHY, 2004).

A Candida tropicalis é uma levedura, que possui a capacidade de atravessar a mucosa
intestinal e atingir a corrente sanguinea em individuos imunocomprometidos, podendo estar
associado a infecgOes na mucosa bucal, vaginal e nas unhas (JOKLIK et al., 1995).

A C. magnolea tem sido isolada de suco de frutas citricas, de alimentos, sendo
confirmado por BARNETT (2002).

O Trichosporon pullulans tem sido isolado em alimentos, amostras de agua e em solo
segundo BARNETT (2002).
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O Isolamento de C. albicans em material de carie dentaria de pacientes com neoplasia
pode ser apoiado por Hoope et al.(1995) quando relata que ha aumento do nimero de C.
albicans em paciente com neoplasia em detrimento do maior desenvolvimento de fatores
predisponentes, como a quimioterapia que predispdem da desintegracdo da mucosa, a
ulceracdo e a infeccdo secundéria em pacientes imunocomprometidos e que fazem uso de
quimioterapia antineoplasica. A C. albicans é o microrganismo mais freqiiente na cavidade
bucal de pacientes submetidos a quimioterapia. Spolidorio et al. (2001) relatam que em
pacientes portadores de neoplasia submetidos a radioterapia produz severa diminuicdo de
fluxo salivar dentro das duas semanas de tratamento e que os fatores salivares estéo
correlacionados com 0 aumento dos microrganismos, além de quebrar o equilibrio ecoldgico
da microbiota bucal, favorecendo o aparecimento de infeccGes e maior proliferacdo de
microrganismos.

O isolamento de Candida sp em material de cérie dentaria de pacientes com transplante
hepatico pode ser apoiado por Hussain et al. (2003) quando dizem que pacientes com
transplante hepatico tem determinado emergéncia de espécies que ndo é identificada como C.
albicans, resistentes a antifangicos, bem como ndo demonstrou diminuicdo de mortalidade
nos pacientes expostos.

O isolamento de Candida sp em material de carie dentaria de pacientes clinicamente sdos
é possivel, uma vez que as leveduras fazem parte da microbiota bucal tanto de pessoas
saudaveis com de portadores de infec¢des, sendo confirmada por BARNETT et al. (2002).

As leveduras séo de ocorréncia comum na cavidade bucal de individuos saudaveis, sendo a
Candida albicans a espécie predominante na microbiota bucal, constituindo 60 a 70% do total
de isolamento. Os microrganismos do género Candida sdo, em geral, comensais, mas, em
determinados individuos e em situacBes especificas, podem transformar-se na forma
parasitaria, produzindo candidoses bucais (JORGE et al. 1997).

Os resultados obtidos em relacdo a faixa etaria, sexo e espécies isoladas de amostra de
material de carie dentaria de pacientes analisados apresentam-se da seguinte forma: Na faixa
etaria de trés a 14 anos, dos nove pacientes do sexo masculino foram obtidas oito C. albicans
e uma C. guilliermondii, dos quatro pacientes do sexo femenino, trés C. albicans e uma C.
dubliniensis; Na faixa etaria de 15 a 24 anos, dos quatro pacientes do sexo masculino, foram

obtidas quatro C. albicans, dos dez pacientes do sexo femenino, nove C. albicans e uma C.
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dubliniensis; Na faixa etéaria de 25 a 34 anos, dos nove pacientes do sexo masculino, oito C.
albicans e uma C. parapsilosis, dos nove pacientes do sexo femenino, oito C.albicans e uma
C.magnolea; Na faixa etaria de 35 a 44 anos, dos oito pacientes do sexo masculino, oito C.
albicans, dos oito pacientes do sexo femenino, sete C. albicans, uma de C.tropicalis e um de
Trichosporon pullulans; Na faixa etéaria de 45 a 54 anos, dos 17 pacientes do sexo masculino,
15 C.albicans e dois C.guilliermondii, dos seis pacientes do sexo femenino, trés C.albicans e
trés C. guilliermondii; Na faixa etaria de 55 a 80 anos, dos seis pacientes do sexo masculino,
trés C.albicans, uma C.guilliermondii, uma C.dubliniensis e uma C.parapsilosis (Figura3).
N#o houve diferenca significativa x> =102,23 entre faixa etaria e espécies isoladas de material
de céarie dentaria dos sexos masculino e femenino. Ainda ndo houve consideracdes feita pela
literatura consultada referente a faixa etaria, sexo e espécies isoladas. Portanto, provavelmente

esta é a primeira vez que foi considerada essa relacao.

16
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Figura 4. Espécies de leveduras isoladas de material de carie dentéria de pacientes atendidos
no Ambulatorio de odontologia do hospital Universitario Oswaldo Cruz-UPE, Recife, PE,
Brasil em relagdo ao sexo e a faixa etaria.

¢ Masculino Femenino
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5 CONCLUSOES

Considerando-se os resultados obtidos na presente pesquisa, pode-se inferir:

Ocorreram leveduras em material de carie dentaria de pacientes clinicamente

comprometidos e clinicamente sdos;

Pode ser detectada apenas uma espécie de leveduras por amostra de cérie dentéria,
independente do grupo de pacientes;

Diferentes espécies de leveduras podem ser isoladas de material de cérie dentéria de

pacientes independente da condicao clinica.
Cada espécie isolada pode corresponder a uma amostra de carie dentaria;

C. albicans pode ser isolada de material de cérie dentaria de pacientes com neoplasia,

com cardiopatia hipertensiva e com cardiopatia congénita.

Entre pacientes com valvopatia, cardite e doenca coronariana pode ser prevalente C.

albicans em amostras de carie dentaria.

A prevaléncia de C. albicans ndo esta relacionada ao sexo e faixa etaria, entretanto esta a

patologia.

O maior namero de isolados se encontrou em amostras de material de cérie dentéria de
pacientes numa faixa etaria entre 45 a 54 anos, e a maior diversidade de espécies numa faixa

etaria de 55 a 80 anos.
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7 ANEXO

7.1TERMO DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA

Hh=s

CCMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Pavilkifio Ovidio Montenegro — lo. andar
Rua Amdbio Marques, 310 - Santo Amaro = S0100-130 - Recife-PE
Fone: (813 2101.1530 - Fone/Fax: (81) 21011536

Data: ! f } . 35};:: (= Protocolo:
Documento recebr oz

( % ) Projeto de Pesquisa

( ) Emenda(s)

{ 1 Efeito(s) Adverso(s)

({ ) Relatério Parcial

{ } Relatdrio Atualizado

( ) Relatdrio Final

Pesquisador Primipah_cfivmaﬂgﬁxmwt_&ﬁmajéﬂ-_ .

Nome da Pesquisa:

/

o - e
Préoximarewniso: JS /T /Dag b H‘ COMITE DE ETIOA EM PESQUISA

1 Prod Wilson de Oliveira Jr
Cageasaiin
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7.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Leveduras isoladas de cérie dentaria de pacientes atendidos no
Ambulatério de Odontologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz — HUOC da

Universidade de Pernambuco-UPE —Recife-PE-Brasil

Nome do (a) pesquisador (a): Gilmara Ferreira de Araujo.

Endereco: Rua Manoel Pereira de Moraes. N°162, Santo Antonio, Carpina-PE.

Esta pesquisa tem como objetivo conhecer a diversidade de leveduras isoladas de material de
carie dentaria de pacientes atendidos no Ambulatério de Odontologia do Hospital
Universitario Oswaldo Cruz, além de determinar a espécie prevalente nos processos cariéticos
e relacionar a diversidade de leveduras sexo e idade.As amostras serdo coletadas por um
profissional da area de odontologia, através do uso de cureta periodontal esterilizada. As
mesmas serdo acondicionadas em tubos esterilizados contendo 1mL de agua destilada
esterilizada adicionada de 50mg de cloranfenicol/L, que serdo acondicionadas em baterias
térmicas e encaminhadas ao Laboratério da Po6s-graduacdo em Biologia de Fungos, da
Universidade Federal de Pernambuco para procedimento do exame direto e cultura., ndo
oferecendo riscos para 0s pacientes.

OBS 2: Os pacientes, mesmo ap0s a aprovacdo do presente termo, poderdo retirar-se a

qualquer momento da pesquisa, sem nenhum prejuizo para 0S mesmos.
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Desta forma eu ., RG

n° , expedido por ,

abaixo assinado, atesto que li e entendi o conteldo deste consentimento e aceito de livre e

espontanea vontade participar neste estudo clinico.

Recife, de de 2005.

Nome do pesquisador Assinatura
Nome do paciente Assinatura
12 Testemunha Assinatura

22 Testemunha Assinatura
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7.3 FICHA DE CONTROLE DOS PACIENTES DA ODONTOLOGIA

Nome:

Idade: Procedéncia: Zonaurbana( ) Zonarural ()

Filiacdo: Mée:

Pai:

Escolaridade do pai: Analfabeto( ) 1°grau( ) 2°grau ()
Damée : Analfabeto( ) 1°grau () 2°grau ()

Endereco:

N° Cidade Fone:

1.Queixa principal:

2.Histéria da doenca atual

3.Quantas vezes escova os dentesao dia? 1( ) 2( ) 3( )

4.Realiza exame de rotina nos dentes ?

5.Apresenta problema com seus dentes/ ou gengivas ? Sim () Nao( )

Qual?
6.Apresenta algum desconforto na boca? Sim( ) Nao( )
7.Sente dificuldade de engolir? Sim( ) Nao( )

8.Apresenta dificuldade de mastigar ? Sim( ) Nao( )
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7.4 PROTOCOLO PARA IDENTIFICAQAO / CLASSIFICAC}AO DE LEVEDURAS
Data: Amostra
Procedéncia : Hospital Universitario Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco
Meios |[Pm [Mv |Ar As Ba |CI Bs Bm |[Bbi |Fc Fov Fob |P S A R Outros
Macroscopia
Meios [Pm |Mv | Ar As Ba |CI Bs Bm |Bbi |Fc Fov Fob Cultura
Cor
Superficie
Brilho
Consisténcia
Bordos
Obs:
+ - - + -
Agua Clamidosporos Agar Ascosporos BDA + Filamentacdo
Bile de Gorodkowa Bile de
Boi Boi
Fontes de Carbono Fontes de Nitrogénio
Assimilacdo Gli Gal Sac |Mal |Lac |Raf | Xil | Treal Mc | Mb | Metil Ara | NH3SO4 KNO3
Fermentacdo
Urease + - Acido acético + - Cépsula + - Caco3 + -
Sabourand liquido
Observagao
Classificacdo Género:

Espécie:
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7.5 ARTIGO DE N° 1 SUBMETIDO A REVISTA BRASILIAN JOURNAL
MICROBIOLOGY
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SHORT COMMUNICATION

LEVEDURAS ISOLADAS DE CARIE DENTARIA DE PACIENTES ATENDIDOS NO
AMBULATORIO DE ODONTOLOGIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO
OSWALDO CRUZ- HUOC DA UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO-UPE-RECIFE-
BRASIL
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YEASTS ISOLATED OF THE DENTAL CARIE PATIENTS OF THE ATTENDED
AMBULATORY ODONTOLOGY OF THE UNIVERSITY HOSPITAL OSWALDO
CRUZ - HUOC THE UNIVERSITY OF PERNAMBUCO-UPE-RECIFE-PE-BRAZIL

RESUMO

Foram realizadas coletas em 100 pacientes atendidos no Ambulatorio de Odontologia do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco para identificar
leveduras em amostra clinica de carie dentaria. Foram isoladas leveduras em todas as
amostras clinicas, sendo 77,23 % de C.andida albicans, 14,85 % C. guilliermondii, 2,97 % C.
dubliniensis, 1,98 % C. parapsilosis, 0,99 % C. magnolea, 0,99 % C .tropicalis e 0,99 %

Trichosporon pullulans.

Palavras—chave: Leveduras, pacientes, Candida spp, Trichosporon sp.
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As leveduras faz parte da microbiota normal humana, que pode provocar candidiase que €
considerada uma infeccdo oportunista. S8 comumente isoladas da cavidade oral humana,
distribuidas em diversos sitios, dentre estes, lesdo de carie dentaria e pode provocar doencas
quando relacionadas a fatores predisponentes, principalmente quando o paciente estd sob
terapia antibidtica. Espécies do género Candida tém sido os agentes mais freqlientemente
isolados, correspondendo a cerca de 80% das infeccBes fungicas de origem hospitalar e a
quarta causa de infec¢do da corrente sanguinea, conduzindo ao 6bito em torno de 25 a 38%
dos pacientes que desenvolvem candidemia (8). Até alguns anos atrds Candida albicans era
considerada uma espécie de maior interesse clinico, contudo, paralelamente ao aumento geral
das candidemias, observou-se aumento das infeccGes de corrente sangiiinea por espécies que
ndo Candida albicans: C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilhermondii
e C. lusitaniae (2), além de espécie de Trichosporon que pode causar infeccfes em humanos
semelhantes as candidoses. A forma disseminada, denominados thricosporonosis (aguda ou
crbnica), os pacientes podem correr risco, principalmente 0s pacientes iImunossupressores.
(4,5). Tendo em vista a importancia de conhecer uma microbiota presente na cavidade oral,
especificamente em lesdes de céries dentérias, o estudo teve como objetivo a identificacdo de
leveduras presentes em lesdo de carie dental.. Foram coletadas amostras de lesfes de cérie
dentaria de cem pacientes, atendidos no Ambulatorio de Odontologia do Hospital
Universitario Oswaldo Cruz, da Universidade de Pernambuco - Recife, semeada em &gar
Sabourand com cloranfenicol. As leveduras foram isoladas, e identificadas por testes
morfoldgicos e bioquimicos. As leveduras foram identificadas de acordo com BARNETT et

al. (1), HOOG et al. (3) KREGER-VAN RIJ (6) E LODDER (7).
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Foram isoladas 101 leveduras, sendo uma Candida albicans predominante entre as espécies
de Candida com 78 em numero de isolados, seguido pela C.guilliermondii com 15,
C.dubliniensis com.. 3, C. parapsilosis com.. 2, C.magnolea com 1 e C.tropicalis com 1, além

de 1 isolado de Trichosporon pullulans (Tabela 1).
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Tabela 1. Leveduras isoladas de carie dentaria de pacientes atendidos no Ambulatério de

odontologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz

Espécies de leveduras Frequéncia
Candida albicans 78
C. guilliermondii 15
C. dubliniensis 3
C. magnolea 1
C. parapsilosis 2
C. tropicalis 1
Trichosporon pullulans 1
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YEASTS ISOLATED FROM DENTAL CARIE IN PATIENTS ATTENDED IN
CLINIC ODONTOLOGY OF THE UNIVERSITY HOSPITAL OSWALDO CRUZ-

HUOC IN UNIVERSITY OF PERNAMBUCO-UPE-RECIFE-PE-BRAZIL

ABSTRACT
Were collect from one patients attended in the Odontology Ambulatory of Hospital
Universitario Oswaldo Cruz of University in Pernambuco to identification yeast in sample
dental cavity. Yeasts were isolated from one hundred clinical samples. The isolated yeasts
were: 77,23% Candida albicans, 14,85% C. guilliermondii, 2,97% C. dubliniensis, 1,98% C.

parapsilosis, 0,99% C. magnoleae, 0,99% C. tropicalis and 0,99% Trichosporon pullulans .

Keys-word: Yeasts, patients, dental carie, Candida spp, Trichosporon sp.
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YEASTS ISOLATED FROM DENTAL CARIE IN PATIENTS ATTENDED IN
CLINIC ODONTOLOGY OF THE UNIVERSITY HOSPITAL OSWALDO CRUZ-

HUOC IN UNIVERSITY OF PERNAMBUCO-UPE-RECIFE-PE-BRAZIL

RESUMO

Foram realizadas coletas em 100 pacientes atendidos no Ambulatorio de Odontologia do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco para identificar
leveduras em amostras clinicas de material de cérie dentaria. Foram isoladas leveduras em
todas as amostras clinicas, sendo 77,23 % de Candida albicans, 14,85% C. guilliermondii,
2,97% C. dubliniensis, 1,98% C. parapsilosis, 0,99% C. magnolea,0,99 % C. tropicalis e

0,99% Trichosporon pullulans.

Palavras—chave: Leveduras, pacientes, carie dentéria, Candida spp, Trichosporon sp.
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Yeast is a part of the normal human microbiota; candidosis can be considered an opportunistic
infection. Are commoly isolated from the human oral cavity, distributed in different sites,
among them, in dental caries and can cause disease when predisposing factors are present,
mainly when the patients is under antibiotic therapy. Species of the genus Candida have been
the players most often isolated, account for about 80% of fungal infections of origin hospital
and are the fourth cause of infection of the bloodstream, leading to the death of around 25 to
38% of patients who develop candidemia (8). Until a few years ago Candida albicans was the
kind of larger clinical interest, however, parallel to the overall increase in candidemias there
was increase in infections of the blood by Candida species of non-albicans as: C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilhermondii and C. lusitaniae (2), in
addition to Trichosporon specie can cause many human infections similar to candidiasis. The
disseminated form, denominated thricosporonosis (acute or chronic), can be life-threatening
in patient with malign diseases, mainly imunossupressed patients (4, 5). In view of the
importance of knowing the microflora present in the oral cavity, specifically in lesions of
dental caries, the aim study was the identification presence yeasts in dental caries. Sample
clinical material of dental caries was analysed from the one hundred patients, attended in the
Ambulatory of Odontology University Hospital Oswaldo Cruz, of University in Pernambuco -
Recife, were plated in Sabourand dextrose agar with cloramphenicol, isolated, and identified
by morphologic tests and biochemicols. The trains were identified according to Barnett et al.
(1), Hoog et al. (3) Kreger-Van Rij (6) and Lodder (7). Were isolation 101 yeasts, such C.
albicans predominant among Candida species with 78 isolates, followed by C.guilliermondii,
15; C. dubliniensis, 3; C. magnolia,1;, C. parapsilosis,2; C. tropicalis,1 and T. pullulans,1

(Tabled).
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Table 1. Yeasts species in patients attended at the Odontology Ambulatory of Hospital

University Oswaldo Cruz

Yeasts species Frequency
Candida albicans 78
C. guilliermondii 15
C. dubliniensis 3
C. magnolea 1
C. parapsilosis 2
C. tropicalis 1
Trichosporon pullulans 1
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PREVALENCIA DE CANDIDA ALBICANS EM CARIE DENTARIA DE PACIENTES
CARDIOPATAS

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a prevaléncia de Candida spp em cérie dentéria de
pacientes cardiacos, apresentando cardiopatia congénita, cardiopatia hipertensiva, cardite,
doenca coronariana e valvopatia. As amostras de céaries dentarias foram coletadas de 63
pacientes com auxilio de cureta periodontal. O exame direto revelou a presenca de células de
leveduras em 32 amostras; em seguida as amostras clinicas foram semeadas em 4agar
Sabouraud dextrose acrescido de 50mg/L de cloranfericol, foram obtidas 63 culturas de
Candida, as coldnias foram purificadas e identificadas pelas caracteristicas macroscépicas,
microscopicas e fisioldgicas. Foram obtidas quatro espécies de Candida sendo 51(79%) C.
albicans, sete (11%) C. guilliermondii, trés (5%) C. dubliniensis , duas (3%) C. parapsilosis e
uma (2%) Trichosporon pullulans A espécie prevalente em todas as cardiopatias foi C.
albicans. A maior diversidade de espécies de Candida foi observada nos pacientes com
valvopatia. Entretanto, C. albicans € o agente responsavel pela elevada incidéncia de
infeccbes  fangicas oportunistas em individuos gravemente enfermos efou de

imunocomprometidos.

Palavras-chave: leveduras; Candida albicans; cérie dentéria; paciente cardiopata.
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INTRODUCAO

Leveduras s&o microorganismos que fazem parte da microbiota humana desde o seu
nascimento e tém sido isoladas de varios locais,dentre eles em céarie dentaria, que é uma
destruicdo do tecido do dentes causada por acidos organicos proveniente da fermentacéo
microbiana de alimentos hidratos de carbono e que podem se constituir de um reservatorio de
microorganismos potencialmente invasivos, e também causar infec¢cdes superficiais ou
sistémica. As leveduras mais comum encontradas na cavidade bucal pertencem ao género
Candida, e podem estar presentes, entre 0s homens, como saprobio ou causar infeccdes,
especialmente quando a sua presenca relacionada a fatores como baixa imunidade, desordens
enddcrinas, tecidos danificados, deficiéncia de higiene bucal, terapia antibidtica prolongada,
fatores nutricionais e propriedades intrinsecas de microrganismos (4). Os biofilmes de C.
albicans pode ser importante tanto para manifestacdo de candidiase como para a colonizacéo,
em céries dentarias e bolsas periodontais (6). O objetivo do presente trabalho é o conhecer
leveduras isoladas de carie dentéria, objetivando o tratamento odontoldgico para uma possivel
prevencdo de infeccdo flngica oportunista para ndo haver somatizagdo com doenca de base.
Uma vez que espécies de Candida tem o poder de adesdo ao epitélio, invadem tecidos,
produzem fatores de viruléncia e induzem reacdes inflamatorias (5,2). Pacientes cardiopatas
estdo sujeitos a desenvolver infecgdes fungicas, sendo a candidiase, a infec¢do mais frequente

nestes pacientes.



ARAUIJO, G.F. Leveduras isoladas de cérie dentéria de pacientes atendidos ... 67

MATERIAL E METODOS

No Ambulatério de Odontologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz,foi coletado
num periodo de marco/2006 a junho/2007 amostras de carie dentaria de sessenta e trés
pacientes com idade entre trés e 78 anos e com diferente cardiopatia. Os 63 pacientes foram
organizados em grupos de acordo com a sua cardiopatia: dois apresentavam cardiopatia
congénita; nove cardiopatia hipertensiva; catorze,cardite; onze,doenca coronariana e vinte e
sete, valvopatia. As amostras foram coletadas com cureta periodontal e, em seguida,
colocados em tubos esterilizados contendo 1mL de agua destilada esterilizada, com 50 mg / L
de cloranfenicol. Para exame direto, aliquotas foram extraidas do material em tubos para a
visualizacdo de estruturas fangicas. Para isolar, 0,2 mL foi retirada da suspensdo e semeadas
em placas de Petri,duplicatas com Agar Dextrose Sabouraud a 50 mg / L de cloranfenicol e
mantidas a 30°C e 37°C durante 72 horas. Apds o aparecimento de col6nias, foram
purificadas e, em seguida, identificadas com base na morfofisiologia, de acordo com

KURTZMAN; FELL (3) E BARNETT et al (1).

RESULTADOS

Em todas as amostras clinicas foram isoladas espécies de Candida, 51 (80,95%) C.
albicans, 7 (11,11%) C. guilliermondii, 3 (4,76%) e C. dubliniensis e 2 (3,17%) C.
parapsilosis. A C. albicans foi a espécie mais freqientemente isolada em todas as
cardiopatias, seguido por C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. parapsilosis. A maior
diversidade de espécie Candida foi observada em pacientes com valvopatia, das quais C.

albicans C. dubliniensis, C. guilliermondii, C.parapsilosis foram isoladas.
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DISCUSSAO

Entre as amostras de cérie dentaria deste estudo, 79% foram positivas para Candida
albicans seguido de C. guilliermondii 11%, C. dubliniensis 5%, C. parapsilosis 3% e
Trichosporon pullulans 1%. Das espécies isoladas, C. albicans foi mais prevalente em todos
as cardiopatias. No entanto, nao foi confirmada pela literatura consultada. Verificou-se, pela
primeira vez, a relacdo de Candida sp. Obtida a partir de material de carie dentaria para com
0s tipos de cardiopatias. O resultado obtido neste estudo permitiu verificar que C. albicans foi
a espécie mais freqiiente em todas as cardiopatias, seguido por C. guilliermondii, C.
parapsilosis e C. dubliniensis Trichosporon pullulans. O maior numero e maior diversidade
de espécie de Candida foi observada em pacientes com valvopatia, das quais C. albicans C.
dubliniensis, C. guilliermondii C. parapsilosis, e Trichosporon pullulans (Fig.1). Com base
nestes dados, € possivel concluir que a alta incidéncia de Candida albicans pode indicar um
aumento na possibilidade de um paciente com cardiopatia desenvolver infec¢bes fungicas,

somatizando com a doenca de base.
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Figura 1. Espécies de Candida isoladas de carie dentdria de pacientes portadores de

cardiopatia
25
21
20 - B Valvopatia
B Cardite
= 15 1ie2
S O Doenga coronariana
o 10 1 4
8 7 O Cardiopatia hipertensiva
4
5 > o 3 O cardiopatia congénita
1 I 11
0 T T T -
W R J
e 0(\6 . (\c-’\ -\05\
© ) &N
® @ §© R
S & *
o (¢}



ARAUIJO, G.F. Leveduras isoladas de cérie dentéria de pacientes atendidos ... 71

PREVALENCE OF CANDIDA ALBICANS IN THE CARIE DENTAL OF CARDIAC

PATIENTS

Gilmara Ferreira de Araujo*%; Idalina Inés Fonséca Nogueira Cambuim®; Lusinete Aciole de

Queiroz’.

!Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Biol6gicas, Universidade Federal de
Pernambuco, Av. Prof. Nelson Chaves, s/n° Cidade Universitaria, 50670-420 Recife, PE,

Brasil.

* Correspondence to:_gilmarafaraujo@yahoo.com.br

Rua: Manoel Pereira de Moraes n°162, Santo Antbnio, Carpina, Pernambuco, Brasil. 55816-

390 Tel. 081. 2126-8570 Fax: (xx081) 2126-8482


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1517-83822007000200018&lng=en&nrm=iso&tlng=en#nota#nota

ARAUIJO, G.F. Leveduras isoladas de cérie dentéria de pacientes atendidos ... 72

PREVALENCE OF CANDIDA ALBICANS IN THE DENTAL CARIE OF CARDIACS

PATIENTS

ABSTRACT

The aim of this study was to observe the prevalence of Candida spp in the dental cavity of
cardiac patients, who presented congenital cardiopathy, hypertensive cardiopathy, carditis,
coronarial disease, and valvopathy. The samples were collected from 63 patients with the use
of periodontal curette. Direct examination revealed the presence of yeast cells in 32 samples;
then, the samples were seeded in Sabouraud Dextrose Agar with 50mg/L of Chloramphenicol.
Sixty-three cultures of Candida were obtained, being 51(80.95%) C. albicans, 7(11.11%) C.
guilliermondii, 3(4.76%Z) C. dubliniensis and 2 (3.17%) C. parapsilosis. The prevalent
species in all cardiopathies was C. albicans. A higher diversity of Candida specie was
observed in patients with valvopathy. However, C. albicans is the agent responsible for the

high incidence of opportunistic fungal infecctions in immunocompromised patients.

Key words: yeast; dental carie; Candida albicans; patients cardiacs.
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PREVALENCIA DE CANDIDA ALBICANS EM CARIE DENTARIA DE PACIENTES

CARDIACOS

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a prevaléncia de Candida spp em cérie dentaria de
pacientes cardiacos, apresentando cardiopatia congénita, cardiopatia hipertensiva, cardite,
doenca coronariana e valvopatia. As amostras de caries dentarias foram coletadas de 63
pacientes com auxilio de cureta periodontal. O exame direto revelou a presenca de células de
leveduras em 32 amostras; em seguida as amostras clinicas foram semeadas em agar
Sabouraud dextrose acrescido de 50mg/L de cloranfericol, foram obtidas 63 culturas de
Candida, as col6nias foram purificadas e identificadas pelas caracteristicas macroscoépicas,
microscopicas e fisiologicas. Foram obtidas quatro espécies de Candida sendo 51(80,95%) C.
albicans, sete (11,11%) C. guilliermondii, trés (4,76%Z) C. dubliniensis e duas (3,17%) C.
parapsilosis. A espécie prevalente em todas as cardiopatias foi C. albicans. A maior
diversidade de espécies de Candida foi observada nos pacientes com valvopatia. Entretanto,
C. albicans é o agente responsavel pela elevada incidéncia de infec¢bes fungicas oportunistas
em individuos gravemente enfermos e/ou de imunocomprometidos.

Palavras-chave: leveduras; Candida albicans; carie dental; pacientes cardiacos.
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INTRODUCTION

Yeasts are microorganisms which make part of human microbiota since birth and have
been isolated from varied places, such as dental cavity, which represents a destruction of teeth
tissue caused by organic acids provinient from microbial fermentation of food carbohydrates
and that may constitue a reservatory for potentially invasive microorganisms, and also cause
superficial or systemic infections. The most ordinary yeasts found on buccal cavity belong to
the genus Candida, and may be present, in men, as saprobic or causing infections, specially
when their presence is linked to factors related to the host, as low immunity, endocrine
disorder, tissue harm, poor oral hygiene, long-term antibiotic therapy, nutritional factors, and
properties inherent from microorganisms (4). Biofilms containg C. albicans may be important
for candidiasis manifestation and colonization process, both in dental cavities and in
periodontal pocket (6). The objective of the present work is the knowledge on the yeasts
found on dental cavities, aiming the odontologic treatment for a possible prevention of a
opportunistic infection somatization with the basis disease. For Candida specie being able to
adhere to the epithelium, invade tissue, produce virulence factors and induce inflamatory
reactions (5,2), cardiopathy patients are subjected to fungal infectious processes, being

spotlighted candidiasis, the most frequent infection in these patients.
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MATERIAL AND METHODS

Collect took place at the Odontology Ambulatory of Hospital Universitario Oswaldo
Cruz, from march/2006 to june/2007. Samples of dental cavities from sixty-three patients with
different cardiopathies, between the ages of three and 78 years old. The 63 patients were
gathered in groups according to their cardiopathy: two presented congenital cardiopathy, nine,
hypertensive cardiopathy, fourteen, carditis, eleven, coronarial disease and twenty-seven,
valvopathy . The samples were collected with the use of a periodontal curette, and then placed
in sterilized tubes containing 1mL of distilled sterilized water, with 50mg/L of
cholamphenicol. For direct examination, aliquotes were taken from the material in the tubes
for visualization of fungal structures. For isolating, 0,2 mL out of the suspension was taken
and seeded in duplicate, on Sabouraud Dextrose Agar medium with 50mg/L of
chloramphenicol in Petri dishes, and kept at 30°C and 37°C for 72 hours. After colonies
appeared, they were purified and then identified based on morphophysiology, according to

Kurtzman; Fell (3) and Barnett et al (1).

RESULTS

Especie of Candida were isolated in all clinical samples, being 51(80.95%) C. albicans,
7(11.11%) C. guilliermondii, 3(4.76%) C. dubliniensis and 2 (3.17%) C. parapsilosis. (Table
1) .In relation to the isolated specie, C. albicans was the most frequently found in all
cardiopathies, followed by C. guilliermondii, C. dubliniensis and C. parapsilosis. A higher
diversity of Candida specie was observed in patients with valvopathy, from which C. albicans

C. dubliniensis, C. guilliermondii, e C. parapsilosis were isolated .
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DISCUSSION

Among the samples from dental cavities in this study, 80.95% were positive to Candida
albicans followed by 11.11% to C. guilliermondii, 4.76% to C. dubliniensis and 3,17% to C.
parapsilosis. (Tablel). Out of the isolated specie, C. albicans was the mot prevalent in all
cardiopathies (Table2). However, it was not confirmed by the consulted literature. It was
verified, for the first time, the relation of Candida sp. obtained from dental cavities material to
the kinds of cardiopathies.
The results obtained in this paper allowed verify that C. albicans was the most frequent
species in all cardiopathies, followed by C. guilliermondii, C. dubliniensis and C.
parapsilosis. A higher diversity of Candida specie was observed in patients with valvopathy,
from which C. albicans C. dubliniensis, C. guilliermondii, and C. parapsilosis were isolated .
Based on these data, it is possible to conclude that the high incidence of C. albicans may
indicate an increase on the possibility of a patient with cardiopathy develop fungal infection,

somatizing with his basis pathology.
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Figure 1 Specie Candida isolation dental carie of cardiac patients

25
21
20 - B Valvopatia
B Cardite
= 15 2
8' O Doenga coronariana
= 10 1 5
8 i O Cardiopatia hipertensiva
4
5 > 2 3 O Cardiopatia congénita
1 I 11
0 - T T T I
& ®
) N O
o Q & ¢
'0\0\ @&\ \© @Q‘b
o N 4 o
N Q



ARAUIJO, G.F. Leveduras isoladas de cérie dentéria de pacientes atendidos ... 79

7.7 COMPROVANTES DE ENVIO DOS ARTIGOS DE N°1E?2

N°1 PREVALENCE OF CANDIDA ALBICANS IN THE DENTAL CAVITY OF

CARDIAC PATIENTS

To the Brazilian Journal of Microbiology. Your manuscript has been assigned number 1495.

At this moment the Editors are dealing with your manuscript for peer-review.

N°2 YEASTS ISOLATED FROM DENTAL CARIE IN PATIENTS ATTENDED IN
CLINIC ODONTOLOGY OF THE UNIVERSITY HOSPITAL OSWALDO CRUZ-

HUOC IN UNIVERSITY OF PERNAMBUCO-UPE-RECIFE-PE-BRAZIL

To the Brazilian Journal of Microbiology. Your manuscript has been assigned number 1795.

At this moment the Editors are dealing with your manuscript for peer-review.



ARAUIJO, G.F. Leveduras isoladas de cérie dentéria de pacientes atendidos ... 80

7.7 NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA BRASILIAN JOURNAL
MICROBIOLOGY

Trabalho de pesquisa relata os resultados de pesquisa original ainda ndo publicada. O texto
deve ter de 12 a 15 péaginas impressas, em espa¢o duplo, além das referéncias bibliogréficas,
tabelas e figuras pertinentes. Um Resumo com Titulo e Palavras-chave em portugués também

devem ser incluidos.

Nota breve é um relato conciso de novas e importantes descobertas. A Nota Breve deve ser
redigida de acordo com as instrucdes para a preparacdo de Trabalho de Pesquisa, mas sem as
divisbes em topicos. Os Resumos em portugués e em inglés devem conter no maximo 50
palavras. Tabelas e Figuras devem limitar-se a duas tabelas ou duas figuras, ou uma tabela e
uma figura. A designacdo short communication aparecera no topo do trabalho. O autor deve
indicar que o manuscrito € uma nota breve, permitindo que o texto seja avaliado de maneira

apropriada.

Mini-revisdo - Artigos de revisdo serdo sobre temas de interesse geral na area de
microbiologia, escritos por especialistas convidados. Além dos resumos em inglés e em

portugués, o texto podera ter também um indice.

Preparacao do texto

1. Todos os manuscritos devem ser datilografados em espaco duplo, com amplas margens,
com as paginas numeradas em sequéncia. Trabalhos de pesquisa devem ter no maximo 15

paginas impressas, incluindo figuras e tabelas. Notas breves devem ter no maximo 6 paginas.

2. Todos os manuscritos devem ser redigidos em inglés. Os Editores recomendam que, antes
de ser submetido, 0 texto seja cuidadosamente revisado por alguém fluente em inglés.

Manuscritos em inglés precario nao serdo aceitos.

3. O texto deve ser organizado em topicos, conforme descrito no proximo paragrafo. O nome
dos topicos deve ser digitado em letras maitsculas (ABSTRACT, INTRODUCTION etc.). A
citacdo de tabelas e de figuras deve iniciar com maidsculas (as shown in Table 1..., as

presented in Fig. 2..., etc.).
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4. A abreviacdo de palavras e de simbolos deve seguir as recomenda¢des da IUPAC-1UB
Commission. O Sistema Métrico deve ser adotado em todo o texto.

5. Como regra, as referéncias devem ser citadas por seus numeros. Excepcionalmente, quando
autores sdo mencionados no texto, a mencao deve ser feita de acordo com 0s seguintes
exemplos: Bergdoll (numero) reported that..., Bailey and Cox (nimero) observed that..., ou

Smith et al. (nimero) mentioned that... Nao utilizar letras maiusculas.

6. Aos autores dos trabalhos aceitos para publicacdo sera solicitado o envio de um disquete de
3 1/2" contendo o trabalho digitado em um processador de texto adequado para PC. Esse

material pode ser enviado também por correio eletrénico.

ORGANIZACAO

PAGINA DE TITULO: Uma pagina separada deve conter o titulo do trabalho, o nome
completo (inclusive o primeiro nome e as iniciais intermediarias) e a afiliacdo de cada autor.
Um asterisco deve indicar o autor para correspondéncia. Os numeros de telefone e fax e o
endereco eletrdnico, quando disponivel, devem ser assinalados no pé da pagina. A pagina de
titulo ndo deve ter nenhum texto. O titulo deve ser o mais conciso possivel e indicar
claramente o objetivo do trabalho, ndo devendo conter abreviagdes. Expressdes do tipo
"Effects of...", "Influence of...", "Study on..." etc. devem ser evitadas. O titulo deve ser
preparado com muito cuidado pois ele é utilizado nos sistemas de busca.

ABSTRACT: Deve ser apresentado em uma pagina separada, limitando-se a no maximo 250
palavras. Ele deve resumir o contetdo basico do trabalho, devendo ser compreensivel mesmo
sem a consulta do texto completo. Um abstract ndo deve conter referéncias, tabelas ou
abreviacbes incomuns. Abstracts devem ser preparados com muito cuidado pois sdo
publicados em textos de referéncia e lidos por pessoas que ndo tém acesso ao trabalho

completo. Trés a cinco keywords também devem ser apresentados.

RESUMO: Resumo é o abstract redigido em portugués. Sua preparacdo deve seguir as
recomendacdes para a preparacdo do abstract em inglés. O resumo deve ter também um titulo
em portugués. As regras para o titulo em portugués sdo as mesmas para o titulo em inglés (ver
acima). Trés a cinco palavras-chave também devem ser apresentadas. O resumo e o titulo em

portugués também devem ser apresentados em pagina separada.
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INTRODUCAOQ: Deve iniciar em pagina nova e fornecer ao leitor informag@es suficientes
para que os resultados relatados no trabalho possam ser avaliados sem consulta a literatura.
Entretanto, a introduction ndo deve ser uma extensa revisdo de literatura. Deve também dar

subsidios para a compreensao dos objetivos do trabalho que esta sendo apresentado.

MATERIAIS E METODOS: Esse topico deve fornecer informagdes suficientes para a
repeticdo do trabalho. Descri¢do repetida de detalhes de técnicas anteriormente publicadas
deve ser evitada. Quando um método publicado € modificado pelos autores, essas
modificacdes devem constar do texto. A origem de reagentes, meios de cultura e
equipamentos (companhia, cidade, estado, pais) deve ser mencionada. Nomes comerciais e
marcas registradas também devem ser indicados. A utilizagdo de subtopicos geralmente

facilita a leitura e a compreensao desse item.

RESULTADOS: Esse tdpico deve, através de texto, tabelas ou figuras, fornecer os resultados
experimentais. Caso um topico relativo & Discussion seja incluido, evitar a excessiva
interpretacdo dos resultados, que deverd ser feita na Discussion. Caso Results e Discussion
sejam combinados em um Unico topico, os resultados devem ser discutidos no texto quando
adequado. Tabelas devem ser numeradas independentemente das figuras, devendo-se utilizar
nameros arabicos. Todas as tabelas e figuras devem ser mencionadas no texto. A localizacdo
mais adequada das tabelas e figuras deve ser assinalada.

DISCUSSAO: Deve fornecer a interpretacio dos resultados em funcdo das informacdes

disponiveis.
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As tabelas ndo devem estar no meio do texto. Cada tabela deve ser apresentada em uma
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