‘;n
/\

S
/ XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e o | c
L‘ IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JUnior 2018

ACAO ANTIFUNGICA DE ANTISSEPTICOS EM ISOLADOS DE CANDIDA SPP
DA CAVIDADE BUCAL

Leticia Dobis Telles (PIBIC), Elizabete Brasil dos Santos (Pesquisadora), Luis
Antonio Esmerino (Orientador), e-mail: esmerino@uepg.br

Universidade Estadual de Ponta Grossa/Departamento de Andlises Clinicas

Area do conhecimento 4.03.00.00-5 Farmacia e subarea do conhecimento
2.12.00.00-9 Microbiologia.

Palavras-chave: Candida spp, antissépticos bucais, atividade antifingica, biofilme.
Resumo

A candidiase é considerada a infec¢do micética mais comum na cavidade oral, trata-
se de uma infeccéo fungica causada por leveduras do género Candida. A Candida
spp é um microrganismo comensal presente na cavidade oral de pessoas
consideradas saudaveis, porém, em condicbes que favorecem seu crescimento
pode se tornar patogénica ao homem. Para o estudo foram utilizadas 32 leveduras.
O maior numero de espécies foi observado para Candida albicans 20 (65,6%),
seguido de Candida krusei 5 (15,6%), Candida tropicalis 4 (12,5%) e Candida
glabrata 3 (9,4%). Os testes de atividade antifingica e inibicdo da formacédo de
biofilme foram realizados com 6 antissépticos bucais, todos apresentaram reducéo
significativa no crescimento da levedura e no desenvolvimento do biofilme (p<0,05).
O antifungigrama realizado com 3 antifingicos diferentes demonstrou uma maior
taxa de sensibilidade a anfotericina B 96% e resisténcia ao fluconazol (64%). Os
antissépticos bucais podem ser considerados coadjuvantes importantes na
prevencao da candidiase bucal.

Introducao

A candidiase é considerada a infeccdo micoética mais comum na cavidade bucal.
Trata-se de uma infeccdo causada por leveduras do género Candida, microrganismo
comensal presente na cavidade bucal de pessoas consideradas saudaveis, porém,
em condicdes que favorecem seu crescimento pode se tornar patogénica ao
homem. Alguns fatores podem favorecer o desenvolvimento da candidiase, como
por exemplo: xerostomia, pacientes mantidos sob terapia imunossupressora, uso
abusivo de antibioticos e corticosteroides, pacientes diabéticos, uso de aparelhos
ortodénticos ou préteses dentérias, e em recém-natos visto que ainda nao possuem
mecanismos de defesa maduros e microbiota oral balanceada (SCHERMA et al.,
2004). O desenvolvimento da candidiase se inicia pela capacidade de adeséo do
microrganismo as células hospedeiras ou superficies abidticas como préteses
dentéarias, podendo levar a formagéo de biofiime. O estudo de novas maneiras de
prevencdo e tratamento da candidiase se torna indispensavel, visto que ha um
aumento nos casos de imunossupressao e consequentemente na incidéncia desta
infeccdo. Os antissépticos bucais podem ser uma alternativa para a prevengao e
tratamento da candidiase, podendo ser util também para evitar a formacdo de
biofiilme. Os antissépticos bucais sdo geralmente empregados para auxiliar no
combate aos microrganismos causadores de afec¢des bucais como céries, formacao
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de placa, tartaro, gengivite, periodontite e até mesmo o mau halito. A prevencéo da
candidiase oral pode ser realizada através da higienizacdo da boca e do aparelho
protético, incluindo a utilizacdo de agentes quimicos como antissépticos bucais.
Considerando a importancia clinica das infec¢des bucais provocadas por Candida
spp, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antifingica e a inibicéo
da formacdo de biofilme por antissépticos bucais disponiveis no mercado, assim
como determinar a susceptibilidade nas diferentes espécies de Candida spp frente a
trés agentes antifungicos distintos.

Materiais e Métodos

No presente trabalho foram estudadas leveduras do género Candida cedidas pela
Professora Dra. Elizabete Brasil dos Santos, departamento de Odontologia da
UEPG. As leveduras foram coletadas ocasido da Pesquisa “Perfil de sensibilidade
antimicrobiana de micro-organismos comumente isolados de biofilmes bucais apés
exposicao aos Raios-X", parecer CEP 131.824. As espécies de Candida spp foram
identificadas em Chromoagar. Apés identificacdo realizou-se o antifungigrama das
leveduras diluidas em solucéo salina estéril até atingir o padrdo 0,5 na escala de
McFarland (1,0-2,0 x 10° UFC/mL). Esta diluicdo foi semeada, com a utilizacéo de
um swab, em &gar Mueller-Hinton com 2% de glicose e posteriormente foram
colocados discos de papel contendo antifUngicos ketoconazol, anfotericina B e
fluconazol. Apds incubagédo a 35°C por 24h em ar ambiente os halos de inibigdo
foram determinados em milimetros (mm) para os critérios de “sensivel”,
“intermediario” e “resistente”. Foram considerados os pontos de corte estabelecidos
pelo fabricante dos discos (Cecon®, S&o Paulo, Brasil).

As leveduras isoladas foram testadas quanto a acao antifingica frente a 6
antissépticos comerciais com principios ativos diferentes, os quais foram
identificados por nimeros: 1 - gluconato de clorexidina, 2 - thymol, 3 — cetilpiridinio,
4 - triclosan, 5 - tirotricina + hidroxinolina e 6 - perdxido de hidrogénio. Atividade
antifangica foi realizada pela técnica de concentracdo inibitéria minima (CIM),
adaptada de CLSI (2014), em microplaca de 96 cavidades com 170 microlitros de
caldo Muller-Hinton com glicose 2%, 20 microlitros do antisséptico e 10 microlitros
da levedura padrdo 0,5 McFarland diluida 1:10. Apos incubacdo 35 graus por 24
horas, a atividade antifingica foi avaliada pela leitura da densidade oOptica (DO) em
leitor de placa de multidetec¢éo hibrida Synergy™H1 com software Gen5.2. 630nm.

A producdo e/ou inibicdo do biofilme foi realizada através da técnica da
microplaca corada com cristal violeta 0,5% (STEPANOVIC et al.,2000). Para o
preparo da placa utilizou-se a mesma técnica da CIM. Apés incubacao a 35°C por 24
horas o caldo com o crescimento microbiano foi aspirado das cavidades e estas
foram lavadas e coradas. A atividade antibiofiime dos antissépticos bucais foi
determinada em 570nm no leitor de placas. Para o célculo foi feita a média das
leituras descontando a média do branco correspondente. Para avaliagdo da
atividade antimicrobiana e inibicdo do biofilme comparou-se as DO por analise
estatistica (ANOVA e poés teste Bonferroni, p<0,05, GraphPad Prism6). Para o
calculo da CIM a DO obtida com o crescimento das leveduras foi equivalente a
100% e o crescimento e/ou inibicdo das mesmas leveduras frente aos antissépticos
foram proporcionalmente calculadas e foram consideradas sensiveis quando inibidas
290%.
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Resultados e Discusséo

No presente estudo 32 espécies de leveduras do género Candida spp foram
isoladas da cavidade bucal. O maior nUmero de espécies isoladas foi observado
para Candida albicans 20 (65,6%), seguido de Candida krusei 5 (15,6%), Candida
tropicalis 4 (12,5%) e Candida glabrata 3 (9,4%).

A andlise estatistica da atividade antifungica dos diferentes antissépticos
bucais foi realizada através da comparacdo do crescimento com antisséptico ao
crescimento da mesma levedura sem o antisséptico. O resultado mostrou que houve
diferenca significativamente menor (p<0,05) com todos os antissépticos (Figura 1).
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Figura 1. Acdo dos antissépticos: 1A. Atividade antimicrobiana e 1B. Redugédo da formacao
do biofilme.

Os resultados obtidos demonstraram que o antisséptico 4, o qual possui o
principio ativo Triclosan, apresentou a maior inibicdo do crescimento da espécie
Candida albicans e o antisséptico 5 referente ao principio ativo Tirotricina +
Hidroxinolina apresentou a menor sensibilidade, inibindo menos de 70% do
crescimento. Quanto a espécie Candida krusei, o antisséptico com o principio ativo
timol apresentou a menor sensibilidade, inibindo apenas 40% do crescimento. O
mesmo ocorreu para Candida tropicalis, sendo o timol o Unico antisséptico que nao
inibiu o crescimento desta espécie. Em um estudo in vitro, Moreira et al. (2009)
evidenciaram a pouca eficacia do timol na atividade antimicrobiana. Para Candida
glabrata, o antisséptico 5 com o principio ativo tirotricina + hidroxinolina foi o Unico
antisséptico testado que ndo apresentou inibicdo do crescimento de 100% dos
isolados da espécie. O antifungigrama demonstrou, de maneira geral, que a
anfotericina B foi o antifingico que obteve melhor desempenho, apresentando uma
taxa de sensibilidade de 96%. Demitto et al. (2012) e Althaus et al. (2015) também
apresentaram em seus estudos uma alta taxa de sensibilidade de Candida spp a
anfotericina B. Em contrapartida, o fluconazol demonstrou uma taxa de sensibilidade
baixa, 64% dos isolados apresentaram resisténcia a este antifungico. O uso
prolongado e repetido deste farmaco pode ter dado origem ao desenvolvimento da
resisténcia de Candida spp. A TABELA 1 mostra a interpretacdo do antifungigrama.
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TABELA 1. Interpretagéo do resultado do antifungigrama para Candida spp.

Sensivel Intermediario Resistente
Interpretacéo % % %
Cetoconazol 60 40 0
Anfotericina B 96 0 4
Fluconazol 36 0 64

A andlise estatistica da acdo dos antissépticos bucais no controle do biofilme
produzido pelos isolados de Candida spp mostrou que todos os antissépticos
utilizados foram eficientes na sua reducao, estatisticamente significante (p<0,05). A
Figura 1 mostra a redugéo do biofilme em relagdo ao controle; que foi o biofilme
formado pela mesma levedura sem o antisséptico.

Conclusodes

O estudo demonstrou a importancia do diagnéstico laboratorial da candidiase bucal
para um melhor conhecimento dos agentes infectantes, visando um tratamento
eficaz. Os testes de susceptibilidade confirmaram a preocupante resisténcia de
Candida spp frente a alguns antifingicos, ressaltando a importancia do
desenvolvimento de novos farmacos bem como seu uso racional.

A acdo antifungica dos antissépticos bucais e a reducdo na formacédo do
biofilme demonstrou que eles podem ser uma boa alternativa para a prevencao da
candidiase bucal e assim, poderiam ser considerados coadjuvantes importantes na
sua prevencao especialmente em grupos de pacientes vulneraveis.
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