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RESUMO

Miyazima TY. Queijo minas frescal suplementado com probiético para o controle de
Candida sp. isolados da cavidade bucal de usuarios de proéteses totais - estudo
duplo-cego randomizado [tese] Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade
de Odontologia; 2014.

Os probidticos sdo organismos vivos que quando ingeridos em quantidades
adequadas, conferem beneficios aos individuos. Um destes beneficios € a
capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos patogénicos como Candida.
Para avaliar a reducédo ou inibicdo de Candida isolados de usuarios de proteses
totais através da ingestdo de probidticos, foram recrutados 135 pacientes, dos quais
59 permaneceram até o final do experimento. A ingestdo dos probiéticos ocorreu
através da suplementacdo destes a queijo minas frescal. Os participantes foram
pacientes usuarios de proteses totais, uni ou bimaxilares, que realizam o tratamento
na Faculdade de Odontologia da USP. As amostras foram coletadas através de um
enxaguado bucal antes do inicio do experimento; 4 e 8 semanas de experimento,
antes da instalacdo da nova prétese. Aquelas foram inoculadas em meio de cultura
agar Saubouraud dextrose com cloranfenicol, por 24-48horas, a fim de se quantificar
0 micro-organismo Candida em unidades formadoras de col6nia por mililitros
(UFC/mL) presentes na cavidade bucal destes pacientes. Os individuos que
apresentaram cultura positiva ao fungo receberam embalagens com 20g de queijo
minas frescal a cada 14 dias por 8 semanas consecutivas. Os participantes foram
divididos em trés grupos, experimental 1 e 2, e controle. Os grupos experimentais
receberam o0s queijos suplementados com probidticos, respectivamente,
Lactobacillus acidophilus NCFM e Lactobacillus rhamnosus Lr-32, e o grupo controle
recebeu o queijo sem suplementacao probidtica. Os queijos possuiam semelhanca
guanto aroma e cor. Além da quantificacdo de Candida, foram realizados testes para
identificacdo das espécies e avaliacdo da atividade enzimatica da fosfolipase e
proteinase. Os resultados inferem que os probidticos L. acidophilus NCFM e L.
rhamnosus Lr-32 suplementados em queijo minas frescal foram capazes de reduzir a
prevaléncia de Candida bucal, em pacientes usuéarios de proteses totais, apos

ingestao diaria dos queijos por 8 semanas consecutivas. Antes e apds 8 semanas do



experimento, Candida albicans foi a espécie mais isolada dos pacientes nos trés
grupos da pesquisa. Nao houve diferenca significativa com relacdo a atividade
enzimatica da fosfolipase e proteinase, pelos isolados de Candida sp., antes e apos
8 semanas de ingestao do queijo.

Palavras- chave: Probidticos. Candida. Prétese Total. Edentados.



ABSTRACT

Miyazima TY. Minas frescal cheese supplemented with probiotics for control of
Candida sp. isolated from oral cavity of complete denture wearers - double-blind
randomized trial [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2014. Versao original

Probiotics are living organisms which when ingested in adequate amounts confer
benefits to individuals. One of these benefits is the ability to inhibit the growth of
pathogenic microorganisms such as Candida. Reduction or inhibition of Candida
isolated from complete denture wearers, uni or bimaxillary, was evaluated by
ingestion of minas frescal cheese supplemented with probiotics. 135 patients were
recruited, who 59 remained until the end of the experiment. The participants were
patients in treatment at the Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao
Paulo. The samples were collected through a rinsed mouthwash at the base line, 4
and 8 weeks of experiment, before the installation of the new prosthesis. The
samples were seeded on Saubouraud agar dextrose with chloramphenicol plates,
incubated for 24-48 hours, in order to quantify in colony-forming units per milliliter
(CFU/mL) of Candida presents in the oral cavity of these patients. Subjects who
presented fungus positive culture received packages containing 20g of minas frescal
cheese every 14 days for 8 consecutive weeks. The participants were divided into
three groups: two experimental and one control. The experimental groups received
the cheeses supplemented with probiotics Lactobacillus acidophilus NCFM and
Lactobacillus rhamnosus Lr-32. The control group received the cheese without
probiotic supplementation. The cheeses had similarity as flavoring and coloring. In
addition to the quantification of Candida, tests for species identification,
phospholipase and proteinase activities were carried out. The results infer that
probiotics L. acidophilus NCFM and L. rhamnosus Lr-32 supplemented in minas
frescal cheese were able to reduce the prevalence of oral Candida in patients
complete denture wearers, after daily intake of cheeses for 8 consecutive weeks. At
baseline and after 8 weeks of the experiment Candida albicans was the most

frequently isolated from denture wearers in all groups. Furthermore, no significant



difference was observed in the phospholipase and proteinase activities by isolates of

Candida sp., before and after 8 weeks of ingestion of cheese.

Keywords: Probiotics. Candida. Complete Denture. Edentulous.
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1 INTRODUCAO

Os fungos pertencentes ao género Candida sdo encontrados em
diversos ecossistemas, inclusive como organismos comensais, comuns da
microbiota de hospedeiros humanos e animais; entretanto, dependendo dos
fatores predisponentes do hospedeiro comportam-se como patégenos
oportunistas podendo causar desde infec¢Oes superficiais de pele e mucosas,
até disseminacdes sistémicas graves e invasivas (1-3).

Candida é um fungo que possui caracteristica conhecida como
dimorfismo fangico, isto é, assume a morfologia de hifa e/ou levedura. Durante
a sua vida vegetativa, quando os ciclos bioldgicos de nutricdo e reproducao
encontram-se ativos, podem apresentar uma forma filamentosa verdadeira em
que as hifas podem estender-se a algumas centenas de micrémetros sendo
compostas por longas ramificagdes, septadas ou filamentosas. Enquanto que
na forma de levedura, pode medir de 2 a 8u por 3 a 14y, e tendo a forma
esférica ou ovodide. Esse dimorfismo € relevante para a patogenicidade do
micro-organismo, assim como para o0s problemas clinicos de diagndstico e
tratamento da doenca relacionada (4-6).

Entre 66 a 80% das infeccfes fungicas sdo acometidas por candidiase
ou candidose, isto €, infeccOes superficiais ou invasivas causadas por micro-
organismos oportunistas do género Candida (7, 8).

A candidose bucal enquadra-se no grupo da candidiase cutaneo-
mucosa. Os achados clinicos sdo bastante varidveis, e suas manifestacdes
clinicas podem apresentar-se como: pseudomembranosa, caracterizada pela
presenca de placas esbranquicadas que cedem a raspagem, onde abaixo dela
a mucosa apresenta-se eritematosa; atrofica aguda, sendo esta uma lesédo
secundéaria a um quadro de candidiase pseudomembranosa, e caracterizada
por eritema visivel no dorso da lingua ou, primariamente, observada em outras
regides da boca e associada a antibioticoterapia prévia; hiperplasica cronica,
conhecida como candidiase leucoplasica, caracterizada pelo aparecimento de
placas brancas com contorno eritematoso, e que estdo fortemente aderidas a
mucosa jugal, labios e lingua, e a queilite angular que pode ter como um de

seus agentes etioldgicos Candida sp., caracterizada por lesdo no angulo de
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juncéo do labio superior com o inferior, e apresenta uma crosta que sangra
facilmente (3, 9).

Fatores locais e sistémicos podem predispor o desenvolvimento da
doenca, como por exemplo, idade avancada; uso de proteses dentarias,
mudanca do pH da cavidade bucal, higiene bucal insatisfatéria, reducédo do
fluxo salivar, dieta rica em carboidratos, deficiéncia nutricional; uso prolongado
de antibidticos, terapia hormonal, sistema imunologico deficiente, como em
pacientes HIV positivo, doencas cronicas ou diabetes mellitus (3, 10-13).

Mais de duzentas espécies de Candida ja foram descritas, mas somente
10% estéo relacionadas a doencas nos seres humanos (14). As espécies mais
comuns sao C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. pseudotropicalis, C.
guilliermondii, C. krusei (5, 15), C. lusitaniae, C.parapsilosis e C. stellatoidea
(15). Com o aparecimento da AIDS, uma nova espécie do género Candida tem
sido descrita como C. dubliniensis, com aspectos similares a C. albicans (14,
16, 17).

A emergéncia de espécies como C. glabrata, antes considerada ndo
patogénica e hoje patogénica, tem sido associada a sua resisténcia aos
antifingicos usados comumentemente (18, 19).

Existem fatores de viruléncia associada a Candida que contribuem para
a patogenicidade da candidose bucal, como por exemplo, adesédo aos
receptores e adesinas da superficie mucosa (20); formacéao de hifas (21, 22), e
a producédo de enzimas hidroliticas, como proteinase e fosfolipase (23, 24).

A forma tradicional de tratamento para a candidiase bucal é o uso de
antifangicos derivados poliénicos e azolicos (25, 26). Para o tratamento da
candidiase bucal, provocada pela C. albicans, € muito utilizada a nistatina
como farmaco topico. Administra-se 2 ou 3 ml de uma solucdo contendo
100.000 unidades/ml de nistatina e pede-se ao paciente que faga bochecho
com a solucéo por pelo menos cinco minutos antes de sua degluticdo, a cada 6
horas, durante pelo menos 10 dias ou 48 horas apds a remissao dos sintomas.
Em usuarios de préteses totais, pode-se recomendar a aplicacdo tépica da
pomada de nistatina (100.000 unidades/ml) a cada 6 horas a superficie da base
que fica em contato com a mucosa. Apesar de serem tratamentos
comprovadamente eficientes e seguros, existe a possibilidade de efeitos

colaterais que devem ser considerados, como por exemplo, distarbios
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gastrointestinais leves e transitorios, como nauseas, vomito e diarréia, apos
ingestdo oral (27), assim como a resisténcia do fungo frente a esses
medicamentos (28, 29). Por estes motivos, 0 uso de substancias naturais,
como agente profilatico antifingico, € um assunto que merece mais atencao.
Os probidticos sdo micro-organismos vivos, que quando administrados
em guantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro (30).
As principais bactérias consideradas probioticas sdo as pertencentes do
género Lactobacillus e Bifidobacterium, e usualmente sdo empregadas como
suplementos em alimentos, como por exemplo, em alimentos lacteos (31-35).
As bactérias probidticas tém a capacidade de modificar o equilibrio
microbiolégico do hospedeiro e reduzir o crescimento de patégenos, como as
espécies de Candida (36). Na cavidade oral de camundongos, Lactobacillus
acidophilus reduzem o nudmero de células de Candida, possivelmente pela
inducéo da producéo de IL-4 e IFN-y nos nédulos linfaticos e 6xido nitrico na
saliva (37). In vitro, Lactobacillus sp. também podem aderir-se ao epitélio da
mucosa, competindo deste modo pelos sitios de adesdo (38), além de
produzirem diferentes metabdlitos, como peroxido de hidrogénio (38), e
peptideos ciclicos antifungicos (39), no qual inibem o crescimento de Candida.
Devido a essa capacidade dos probidticos em inibir o crescimento de Candida,
a utilizacdo das mesmas podem contribuir de modo profilatico ou terapéutico

para a ndo manifestacao de candidiase bucal em usuarios de proteses totais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANDIDA E MICROBIOTA BUCAL

A microbiota da cavidade bucal pode ser composta por diferentes
leveduras sendo a mais comum as do género Candida (2, 40-44). Leveduras
como Clodosporium (2), Saccharomyces cerevisiae (2, 42-45) e Rhodotorula
glutinis (42) podem ser isoladas da cavidade bucal de individuos saudaveis,
sem causar infecgoes.

Leveduras do género Candida podem ser encontradas em
aproximadamente 25 a 50% dos individuos saudéaveis (14), como um
organismo comensal, ndo causando danos aparentes nem induzindo
inflamacdo nos tecidos adjacentes (14, 15, 46). Essa prevaléncia varia de
acordo com a populacédo observada e com a sensibilidade da técnica utilizada
para coleta das amostras (47-51).

Dentre as espécies de Candida, a que possui maior frequéncia de
isolamento em amostras da cavidade bucal € de C. albicans (41, 42, 44, 45, 52,
53). Outras espécies como C. glabrata (19, 40-45, 52, 53); C. tropicalis (40-43,
45, 52-54); C.parapsilosis (41-44, 53); C. kefyr (42, 45); C. famata (42, 43); C.
dubliniensis (42, 53), e C. krusei (41, 42, 53) tém sido isoladas de amostras
bucais tanto de individuos saudaveis como 0s que apresentam candidose
bucal.

A presenca de Candida na cavidade bucal ndo resulta, necessariamente
em infeccbes, a menos que existam fatores que predisponham ao

desenvolvimento da doencga (2, 3, 55, 56).

2.2 FATORES PREDISPONENTES DO HOSPEDEIRO

Em individuos saudaveis, infec¢cdes por Candida sdo suprimidas por
mecanismos de defesa especificos e ndo-especificos da saliva e da mucosa,

além da competicdo por sitios de ligacdo por outros micro-organismos da
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microbiota bucal (57). A seguir, serdo abordados os fatores mais comuns que

predispdes os individuos a manifestacdo da candidose.

2.2.1 Idade

Os extremos da idade, isto é, criancas e idosos estdo propensos a
manifestarem a candidose bucal, pois nas crian¢cas a composicdo da microbiota
normal ou indigena ainda estd em formacao, e nos idosos ocorrem alteracdes
no sistema imunolégico produzidas ao longo do processo de envelhecimento,
conhecidas pelo termo imunossenescéncia (58-60).

A idade avancada pode representar um fator predisponente para o
aumento de infeccbes por Candida (61-63) devido a diminuicdo da imunidade
mediada por células do sistema imunologico (64) e diminuigdo do fluxo salivar

(65). Além de outros fatores associados que serdo expostos a seguir.

2.2.2 Uso de préteses

Usuarios de proteses dentarias possuem maior predisposicdo ao
desenvolvimento de candidose bucal (66) e apresentam indices maiores de
prevaléncia de Candida sp. (41, 67) se comparado aqueles que nao fazem uso
de aparelhos protéticos.

O material utilizado para a confeccédo da base das proteses permite criar
condi¢des favoraveis para a adesdo e desenvolvimento de Candida sp. (68,
69). A higienizacdo deficiente tanto da boca quanto das préteses favorece a
formacdo de biofilme de Candida, que pode atuar como um reservatério do
micro-organismo para o desenvolvimento de infeccfes (70-73).

Pacientes usuarios de proteses totais ou parciais removiveis podem
apresentar uma patologia conhecida como estomatite sob protese ou
estomatite protética caracterizando-se por uma inflamacao eritematosa da area

da mucosa bucal que fica coberta pela protese. Na maioria dos casos a doenca
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€ assintomatica e as poucas pessoas que possuem sintomatologia relatam
sensacdo de gueimacdo, desconforto e dor, além dos sinais de inflamacéo
observados na mucosa bucal. A etiologia da doenca ainda ndo esta
completamente elucidada. O surgimento da estomatite sob prétese vem sendo
associado principalmente ao trauma ocasionado pela ma adaptacéo da protese
(74); as infeccdes por Candida, principalmente C. albicans (47, 75, 76), e a ma
higiene bucal (77, 78), entretanto nenhuma comprovacao de relacdo causa-
efeito foi demonstrada. Entende-se que sua ocorréncia seja multifatorial (79).

A presenca de Candida sp. na cavidade bucal de usuérios de proteses

assintomaticos pode ser associada a algumas condicdes sitémicas, como

diabetes mellitus, e a deficiéncia na higiene desses individuos.

2.2.3 Diabetes mellitus

A predisposigao dos diabéticos as infecgdes fungicas tem sido associada
aos altos niveis de glicose nos fluidos teciduais. Além disso, a presenca de
altas concentracdes de glicose na saliva combinada a diminuicdo do fluxo
salivar pode facilitar o crescimento dos fungos e aumentar a sua adesé@o as
células epiteliais da mucosa bucal (80, 81). Consequentemente, as células
bucais de pacientes diabéticos apresentam maior adesdo de Candida quando
comparada as células de individuos néo-diabéticos (82).

A utilizacdo de proéteses por pacientes diabéticos associado aos fatores
que alterem a mucosa bucal pemitem que esses pacientes tenham maior
propensdo a desenvolver infec¢des fungicas, principalmente por C. albicans
(83, 84). Essas alteracdes podem ocorrer devido & ma adaptacdo das préteses
as quais podem ocasionar lesbes na mucosa que permitem uma maior

permeabilidade das toxinas e antigenos fuangicos para o epitélio (64).
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2.2.4 Higiene bucal

Os usuarios de priteses de uma maneira geral, perderam seus dentes
por falta de cuidados com a higiene, doenca periodontal ou trauma, e nao
possuem uma higiene oral satisfatéria (85). Entretanto, observa-se a
dificuldade de se conseguir mensurar a higiene de um individuo. Desta forma,
existe controvérsia com relacdo a associacao da higiene insatisfatéria com a
presenca ou nao de Candida ou candidose (86-89), contudo, faz-se necessario

orientar os pacientes quanto a necessidade de uma higiene satisfatoria.

2.3 FATORES DE VIRULENCIA EXPRESSOS POR CANDIDA SP.

Fatores de viruléncia s&o mecanismos que 0S micro-organismos
apresentam para contribuir para a patogenicidade da doenca. Os principais
fatores de viruléncia associado a Candida sdo producdo de enzimas
hidroliticas, capacidade de adesdo a superficie celular, formacéo de hifas e
mudanca fenotipica (90, 91). Essas enzimas hidroliticas facilitam a adeséo e a
invasdo do micro-organismo nos tecidos (92) e parece possuir um papel
importante para a proliferacdo de Candida (93). As principais enzimas

produzidas por C. albicans séo as fosfolipases e as proteinases.

2.3.1 Fosfolipase

As fosfolipases constituem uma variedade de enzimas capazes de
hidrolisar ligacdes ésteres de fosfolipideos, sendo este um mecanismo de
invasdo e lesdo celular, pois ocorre quebra dos lipideos constituintes da
membrana das células (94). J& foram identificados 7 genes para as

fosfolipases, entretanto somente 4 delas tém sido bem caracterizadas (95).
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Entretanto, mais estudos precisam ser feitos para se elucidar o papel dessa
enzima na patogenicidade da doenca.

Em estudos conduzidos com usudarios de protéses com e sem
candidose, verificou-se que os isolados de Candida, de ambos os grupos,
apresentaram atividade de producédo de fosfolipase sem diferenca entre si (96-
98), assim como em estudo conduzido com pacientes usuarios de protese
diabéticos e nao-diabéticos (92). Entretanto, em estudo com modelo animal
com candidose sistémica, 0s autores associaram 0s altos niveis de producéo
de fosfolipase pelos isolados de C. albicans com a alta viruléncia da doenca
(99).

2.3.2 Proteinase

As proteinases sdo enzimas relacionadas com a atividade hidrolitica e a
adeséao as células da mucosa (24, 92, 97), sendo que a secrecao e a atividade
destas enzimas variam conforme as condicfes hospedeiro como pH da saliva;
fluxo salivar (100), além dos nutrientes disponiveis, concentracdo de substratos
(101), e conforme a morfologia celular fungica, isto €, sob forma de hifa ou
levedura, pois essa condigcdo esta relacionada com o desenvolvimento do
biofilme de C. albicans (24, 102).

Em estudo com pacientes diabéticos e ndo-diabéticos, observou-se que
a producgéo de proteinase dos isolados de C. albicans foi maior nos pacientes
diabéticos do que no grupo controle, indicando que em diferentes grupos de
pacientes observa-se um comportamento diferente com relacédo a producdo da
exoenzima (92, 103). Além disso, em estudo com pacientes usuarios de
proteses com e sem candidose, verificou-se que a atividade de producdo de
proteinase expressa pelos isolados de C. albicans nos pacientes sintomaticos
foi significantemente maior do que no grupo controle, indicando que possa
haver um importante papel desta enzima no desenvolvimento da doenca (96,
104).
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2.4 PROBIOTICOS

Os probidticos comecaram a ser pesquisados devido a sua capacidade
de prevenir doencas e fortalecer o sistema imunoldgico dos individuos, ou seja,
acreditando-se na reacdo de defesa do proprio organismo, uma vez que eles
fazem parte da microbiota indigena de pessoas saudaveis. Os possiveis
mecanismo de acdo podem estar relacionados a producdo de substancias anti-
microbianas (105-108) e a modulagdo do sistema imunoldgico intestinal e
sistémico, tais como aumento da responsividade de imunoglobulinas A (109,
110), aumentar a atividade de fagocitos (111) e supressao da proliferacdo de
linfécitos e da producdo de citocinas inflamatérias por células T (112-114),
entretanto, mais pesquisas devem ser conduzidas para esclarecer esses
mecanismos.

Segundo a definicdo da FAO/WHO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations/ Worlh Health Organization), os probi6ticos sdo micro-
organismos vivos que conferem beneficios aos individuos quando
administrados em quantidades adequadas (30). Por este motivo os probioticos
usualmente sdo suplementados aos alimentos, como por exemplo, em goma
de mascar (115, 116); queijo (117-119); e leites (120-122), mas 0 seu uso nao
esta restrito somente aos alimentos, podem ser utilizados na forma de
compostos farmacéuticos ou agentes topicos, como por exemplo, tabletes (123,
124) ou pastilhas (125, 126). No Brasil, a ANVISA determina que a dose diaria
da cultura probidtica deve corresponder de 10% a 10° unidades formadoras de
colénia (UFC) na porc¢éao diaria do alimento (127).

A selecéo de bactérias probioticas tem como base os seguintes critérios
preferenciais: o género ao qual pertence; ser de origem humana; ser estavel
frente ao &cido e a bile; ter a capacidade de aderir-se a mucosa intestinal e
coloniza-la, ao menos temporariamente; ter a capacidade de produzir
compostos antimicrobianos e ser metabolicamente ativo no intestino. Outros
critérios fundamentais sédo: a seguranca para uso humano; o histérico de nao
patogenicidade e n&o estarem associadas a outras doencas, tais como
endocardite; além da auséncia de genes determinantes da resisténcia aos
antibioticos (128-131). Além disso, os probidticos devem, necessariamente,

resultar em efeitos benéficos mensuraveis sobre a saude, substanciados por
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estudos conduzidos no hospedeiro a qual ele se destina, ou seja, 0s probioticos
destinados para o uso em humanos requerem comprovacao da eficicia através
de ensaios clinicos (132, 133). Desta forma, para se garantir os critérios citados
anteriormente, convém utilizar culturas probiéticas comerciais que possuam
registros que as classificam como cepas probioticas (133).

Os principais micro-organismos utilizados como probidticos incluem
bactérias dos géneros Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp., por fazerem
parte da microbiota intestinal de individuos saudaveis (60, 133, 134).

Na area médica, sdo observados estudos utilizando probioticos para: o
tratamento/ prevencao de infec¢des urogenitais, através da combinacdo de L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14, mostrando-se promissoras na restauracao
e manutencdo de uma microbiota vaginal saudavel (135, 136); para o
tratamento/ prevencdo de infeccbes fungicas ginecoldgicas (137-140); uso
profilatico na prevencdo de distarbios gastrointestinais em recém-nascidos,
como a diarreia aguda (141-144); para o aumento no estimulo do sistema
imunolégico em idosos (119, 120, 122, 145, 146); para a melhora no transito
intestinal, através da diminuicdo do tempo total do transito alimentar em adultos
(147) e melhora nos sintomas de constipacdo em criancas (148), e também na
remissdo de doencas inflamatdrias intestinais, como a colite ulcerativa (149-
151).

2.4.1 Probiéticos e cavidade bucal

Na area odontolégica, poucos sdo o0s estudos que observaram a
interacdo de cepas probidticas com micro-organismos patogénicos da cavidade
bucal. A maioria dos estudos clinicos esta voltada para a prevencao/
tratamento de doencas periodontais ou da doenca carie, poucos sao aqueles
para as infec¢des fungicas.

Com relacdo a doenca periodontal, podemos citar o estudo de Krasse et
al. (152) que observaram a redugdo no sangramento gengival e diminui¢cdo do

indice de placa bacteriana em pacientes com gengivite moderada e severa,
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apos a utilizacdo de formulacdo probidtica contendo Lactobacillus reuteri,
associando a melhora a normalizacdo da microbiota dos pacientes.

Shimauchi et al. (123) avaliaram o efeito da cepa L. salivarius WB21 sob
o tecido periodontal e a expressao de marcadores de inflamacéo na saliva por
8 semanas, e observaram uma diminuicdo no indice de placa, na profundidade
clinica de sondagem, e dos niveis de mediadores da inflamacédo na saliva dos
pacientes fumantes do grupo que ingeriu a formulacdo contendo os probioticos.

Twetman et al. (116) verificaram que a utilizacdo de goma de mascar
contendo L. reuteri ATCC 55730 e ATCC PTA 5289 ao longo de 4 semanas por
pacientes com doenca periodontal apresentaram reducdo no indice de
sangramento a sondagem e nos niveis de mediadores inflamatérios do fluido
gengival crevicular, com diferenca estatistica dos grupos experimentais com
relacédo ao grupo controle.

Para a doenca carie observa-se que a maioria dos estudos objetiva
reduzir os niveis de S. mutans da cavidade bucal, pois esta bactéria é
considerada o agente etiolégico primario devido ao seu grande potencial
cariogénico.

Em estudo de Caglar et al. (125) verificaram uma reducao dos niveis de
S. mutans da saliva apés a utilizacdo de produtos contendo L. reuteri ATCC
55730 por adultos durante 3 semanas.

Em outro estudo de Caglar et al. (115), os pacientes foram divididos em
quatro grupos: o0 grupo A consumiu goma de mascar contendo somente
probioticos (L. reuteri ATCC 55730 e L. reuteri ATCC PTA5289), o grupo B
consumiu goma contendo somente xylitol, o grupo C consumiu gomas
contendo xylitol e probioticos, e o grupo D consumiu goma de mascar sem
xylitol e probidticos por 3 semanas. Os autores sugeriram que 0 consumo de
goma de mascar, por 3 semanas, contendo probidticos ou xylitol podem reduzir
0s niveis de S. mutans da saliva, entretanto, a combinacdo desses dois
agentes (probidticos e xylitol) parece nao ser efetivo.

Por fim, em 2008, Caglar et al. (126) realizaram outro estudo duplo-cego
randomizado, na qual os pacientes apresentavam alto risco de desenvolver
carie, e foram divididos em grupo experimental e controle. O grupo

experimental utilizou um dispositivo contendo L. reuteri ATCC 55730 e L.
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reuteri ATCC PTA5289 por 10 dias e, observaram significante reducao nos

niveis de S. mutans da saliva deste grupo.

2.4.2 Probidticos e Candida sp. bucal

Como dito anteriormente, pouco sdo o0s estudo que utilizam os
probioticos para prevencéao/ tratamento de infec¢des fangicais bucais. Desta
forma, os mecanismos de acdo envolvidos no controle dos niveis de Candida
sp. ainda n&o sao claros.

Wagner et al. (153) realizaram uma pesquisa para comparar duas
espécies de Bifidobacterium (B. infantis e B. lactis) com relacdo as suas
capacidades de proteger camundongos imunodeficientes de candidiase
orogastrica letal, e observaram que as bifidobacterias afetam a producédo de
anticorpos contra C. albicans; inibem a dissemina¢éo da candidiase; suprimem
a perda de peso associada com infeccdo pelo fungo analisado; inibem o
crescimento de C. albicans no trato alimentar; inibem a candidiase sistémica de
origem enddgena, e reduzem a severidade da candidiase gastrica em ambos
os tipos de camundongos. Foi verificado que B. infantis inibem candidiase
sistémica de origem enddgena melhor que B. lactis. No entanto, B. lactis foi
mais eficiente inibindo a colonizacdo por Candida no trato gastro-intestinal,
suprimindo a candidiase gastrica e protegendo o0s camundongos
imunodeficientes de candidiase letal quando comparado a B. infantis. Com o
estudo, concluiu-se que as espécies de Bifidobacterium estudadas podem
proteger camundongos imunodeficientes contra candidiase, mas diferentes
espécies manifestam diferencas em seus efeitos probiéticos e terapéuticos.

Elahi et al. (37) realizaram um estudo com o0 objetivo de examinar o
mecanismo de protecdo induzido pela administracdo oral de espécies de
Lactobacillus em modelo animal. Para o estudo foram usados camundongos
DBA/2 sendo estes alimentados com Lactobacillus durante 14 dias, em seguida
suas cavidades bucais foram contaminadas com C. albicans. Esse estudo
demonstrou que a alimentacdo com L. acidophilus reduziu a duracdo da

colonizacéo da cavidade bucal por C. albicans. Esse fato esta relacionado com
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0 aparecimento prematuro de RNAm de IL-4 e IFN-y, dos produtos secretados
pela estimulacdo dos nédulos linfaticos cervicais e com o aparecimento de IFN-
y € Oxido nitrico na saliva.

Matsubara et al. (154) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
colonizacdo experimental oral por C. albicans em camundongos
imunossuprimidos apés o tratamento com probidticos. Para o estudo foram
utilizados camundongos DBA/2 imunossuprimidos e infectados oralmente por
C. albicans. Apés este processo, 0s animais foram tratados com probi6ticos L.
acidophilus NCFM ou L. rhamnosus Lr-32, ou nistatina. O estudo demonstrou
gue os probidticos foram capazes de reduzir significantemente a colonizacao
de C. albicans na mucosa bucal em modelo murino DBA/2, e o tratamento com
L. rhamnosus Lr-32 mostrou ser mais eficaz que o tratamento com a nistatina.

Hasslof et al. (155) realizaram um estudo com 8 cepas probibticas
comerciais (L. plantarum 299v; L. plantarum 931; L. rhamnosus GG ATCC
53103; L. rhamnosus LB21; L. paracasei F19; L. reuteri PTA 5289; L. reuteri
ATCC 55730, e L. acidophilus La5) e avaliaram o crescimento de C. albicans
(C. albicans ATCC 28366; C. albicans ATCC 10231, e mais 3 cepas de C.
albicans isolados da cavidade bucal), in vitro. Concluiram que as cepas
comerciais avaliadas foram capazes de inibir o crescimento de todas as cepas
de C. albicans utilizadas no trabalho, mas a capacidade de reducéo entre as
cepas de probidticos foram significativamente diferentes entre si.

Hatakka et al. (118), realizaram um ensaio clinico com o objetivo de
testar a hipétese de que gueijo contendo bactérias probiodticas poderia reduzir a
prevaléncia de Candida bucal. 92 idosos consumiram diariamente 50 gramas
de queijo Emmental contendo uma mistura de cepas probidticas (Lactococcus
lactis; L. helveticus; L. rhamnosus GG; L. rhamnosus LC705, e
Propionibacterium freudereichii ssp sermanii JS) e 100 idosos consumiram
queijo Edam sem suplementacdo probidtica. Foi observada uma reducdo de
Candida na porcentagem de individuos, do grupo experimental que
apresentava alta contagem de Candida, de 30% para 21% (32% de reducédo), e
um aumento no grupo controle, de 28% para 34%. A intervengcdo com
probiético reduziu o risco de alta contagem de Candida em torno de 75%.
Assim, concluiu-se que probioticos podem ser eficientes no controle de

Candida bucal em idosos.
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Por fim, Ishikawa (2011) (156), realizou um estudo clinico com o objetivo
de avaliar a reducéo da prevaléncia de Candida bucal em usuarios de préteses
totais apos utilizacdo topica de um bioproduto contendo probidticos. No grupo
experimental, 30 usuarios de préteses aplicaram o bioproduto contendo
probioticos (L. rhamnosus HS111 e L. acidophilus HS101), por 5 semanas, na
parte interna da prétese superior para que o produto ficasse em intimo contato
com a mucosa dos pacientes, ja no grupo controle, 25 pacientes utilizaram o
produto da mesma forma, entretanto, estes ndo continham probio6ticos na sua
formulacdo. Foi observado no grupo experimental sucesso no tratamento em
25 (83,3%) das 30 pessoas, enquanto que no grupo controle, apenas 2 (8,0%)
pessoas nao foi possivel isolar Candida das amostras bucais apos 5 semanas
de uso dos probioticos. Desta forma, concluiu-se que a mistura de probiéticos,
L. rhamnosus HS111 e L. acidophilus HS101 na forma de bioproduto, podem
ser eficientes na reducdo da prevaléncia de Candida quando utilizados por
usuarios de proteses totais. E a capacidade dos probiéticos em reduzir Candida

independe de sua espécie.
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Testar a hipétese de que as bactérias probidticas suplementadas em

queijo minas frescal possam reduzir a prevaléncia de Candida bucal em

usuarios de proteses totais que nao apresentam sintomatologia de candidose

ou estomatite sob protese.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a prevaléncia de espécies de Candida nas amostras bucais de
pacientes usuarios de proteses totais que nao apresentam
sintomatologia de candidose ou estomatite sob prétese antes e apos 8

semanas do experimento.

Comparar a redugéo das UFCs de Candida, nas amostras coletadas dos
pacientes, de acordo com o queijo ingerido.

Comparar a producdo das enzimas hidroliticas, proteinase e fosfolipase,
das espécies de Candida nos trés grupos da pesquisa, em dois tempos,

antes do inicio do experimento e ao seu final.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo caracteriza-se como um ensaio clinico com 2 grupos

experimentais e 1 controle.

4.2 SUJEITOS DA PESQUISA

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sé&o Paulo (FOUSP), parecer de
aprovacao FR 331277- protocolo numero 55/10 (Anexo A).

Os participantes da pesquisa foram pacientes usuarios de proteses
totais que receberam tratamento reabilitador protético na FOUSP, que
concordaram em participar voluntariamente, de acordo com o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B), impresso em 2 vias (paciente e
pesquisador), devidamente compreendido e assinado pelo mesmo ou pelo seu
responsavel legal.

No total, foram triadas 135 pessoas, das quais 69 apresentaram
resultado positivo para a presenca de Candida sp. Antes do inicio do
experimento, 8 pessoas desistiram de fazer o tratamento reabilitador protético e
1 pessoa disse ndo comer queijo. Portanto, o experimento iniciou com 60
sujeitos que foram alocadas aleatoriamente nos trés grupos da pesquisa. Ao
longo das 8 semanas do experimento, houve a desisténcia de 1 participante, do

grupo experimental 1, que relatou ndo querer mais comer o queijo (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Fluxograma da distribuicdo dos sujeitos da pesquisa
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Para selecdo dos participantes, foi aplicado um questionario de
anamnese e feito exame clinico (Anexo C), além da coleta de amostra inicial da
cavidade bucal para diagnostico laboratorial da presenca de Candida sp.,
realizados pela pesquisadora, através dos quais foram incluidos ou excluidos
tais sujeitos. Além disso, para o exame clinico da saude geral, houve a
participacdo- antes, durante e apds a pesquisa- da Dr.2 Vera Regina Pereira
Pozzani, médica clinica servidora Comissionada do SUS da Faculdade de
Odontologia da USP. Foram levados em consideracao os critérios de inclusdo

e exclusao citados a seguir.

4.2.1 Critérios de incluséo

Os critérios de inclusdo utilizados foram: pacientes voluntérios, usuarios
de préteses, com achado subclinico para Candida na cavidade bucal -
ausentes de sintomas da candidose - que apresentaram resultado positivo para
a presenca do fungo apds teste de cultura laboratorial. Portanto, os individuos
gue ndo manifestaram sintomas da candidose bucal, mas que apresentaram

Candida, foram incluidos na pesquisa.

4.2.2 Critérios de exclusao

Ja os critérios de exclusdo foram: a presenca de deméncia; pacientes
cardiopatas; transplantados; com problemas renais ou que faziam uso de
algum tipo de medicacdo para tratamento de infec¢cdes bucais, ou de
antibiéticos 2 meses antes do inicio da pesquisa; pacientes com doencas de
base descompensadas; pacientes que possuiam problemas intestinais, como
por exemplo, intolerdncia a lactose ou aos derivados do leite, além daqueles

gue, como dito anteriormente, apresentaram sintomas da candidose, sendo
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estes tratados separadamente com os antifingicos tradicionais, nistatina ou

miconazol.

4.3 PROTOCOLO DE ESTUDO E INTERVENCAO

O protocolo da pesquisa utilizado foi duplo-cego randomizado, para
tanto, os queijos foram embalados e identificados como A, B e C,
respectivamente, grupo experimental 1 e 2, e controle, com a finalidade da
pesquisadora somente identifica-los ao final do experimento.

O experimento teve uma duragédo de 8 semanas. A cada 14 dias, cada
sujeito recebeu uma caixa de isopor contendo uma embalagem plastica com 14
fatias de queijo com 20 g cada (Figura 4.2). Para se garantir o transporte do

alimento, foi posto gelo picado dentro de cada caixa de isopor (Figura 4.3).

Figura 4.2 - Caixa de isopor para Figura 4.3 - Caixa de isopor
transporte da embalagem com contendo embalagem com
queijo queijo e gelo picado
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4.4 GRUPOS DA PESQUISA

Os grupos foram divididos em: experimental 1 e 2, e controle. O grupo
controle correspondeu aos sujeitos que ingeriram o queijo sem adicdo dos
probidticos; o experimental 1, ingeriu o0 queijo contendo Lactobacillus
acidophilus NCFM, e o experimental 2, Lactobacillus rhamnosus Lr-32.

Os queijos possuiam uma vida de prateleira de aproximadamente 21
dias (157), porém para se garantir a qualidade do produto, estes foram
entregues a cada 14 dias.

4.4.1 Estudo piloto para producao do queijo minas frescal

Os testes pilotos foram realizados para haver uma padronizacdo do
produto garantindo a qualidade de consumo, assim como a viabilidade das
bactérias probidticas.

O estudo piloto e o produto final foram elaborados com a colaboracéao da
Prof.2 Dr.2 Susana Marta Isay Saad, Professora Associada do Departamento de
Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de S&o Paulo.

A producéo do queijo ja foi testada em diversos trabalhos (158-162)
sendo este comprovadamente viavel para o consumo, com controle rigoroso de
qualidade de producdo e armazenamento, garantindo desta forma, a né&o
contaminacdo e a viabilidade das bactérias probiéticas até o seu consumo final.

A utilizacdo do queijo minas frescal foi eleita como veiculo de
administracéo, pois € um alimento comumente consumido no Brasil, adequado
ao paladar brasileiro e por ndo existir no pais um produto comercial que em sua
composicao contenha as bactérias probiéticas utilizadas neste experimento.

O queijo funcional contém a dose diaria da cultura probidtica
especificada pela ANVISA (127) de 10® a 10° unidades formadoras de col6nia

(UFC) na porgéo diaria do alimento, e o placebo foi produzido no mesmo local,
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apresentando semelhanca quanto a cor, aroma, textura e embalagem, porém

sem as bactérias probioticas.

4.4.1.1 Padronizacdo da quantidade de Lactobacillus sp. utilizada para

producdo dos queijos dos grupos experimentais

Inicialmente, foi verificada a quantidade de UFC por grama de
Lactobacillus sp. liofilizados informada pelo fabricante, isto é, para cada grama
de L. acidophilus NCFM ou L. rhamnosus Lr-32 liofilizados contém quantidades
superiores a 200 bilhdes de UFC. Desta forma, 0,1 g de cada um dos
lactobacilos foi diluido em 10 ml de 4gua peptonada 0,1 % (diluicdo 10™). As
diluicbes decimais subsequentes foram preparadas utilizando-se o mesmo

diluente. A sequéncia da metodologia esta apresentada nas figuras 4.4 a 4.7.

Figura 4.4 - L. acidophilus Figura 4.5 - Diluicédo seriada
ou L. rhamnosus diluidos
em agua peptonada
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Figura 4.6 - In6culo em placa de Figura 4.7 - Colocagéo do meio
Petri fundido

Para a contagem das col6nias de L. acidophilus NCFM foi utilizado o
meio basal DeMan- Rogosa- Sharpe (MRS) modificado, adicionando-se
maltose em substituicdo a glicose, conforme descrito pela International Dairy
Federation (IDF Standard 306, 1995), fundido e resfriado a cerca de 45°C
(Anexo C). Enquanto que para a contagem de L. rhamnosus Lr-32 foi
necessario testar trés meios basais: MRS sem modificacdo, MRS modificado e
MRS acidificado com acido acético, pois num primeiro momento, ndo foi
observado crescimento das colbnias de L. rhamnosus Lr-32 no meio basal
utilizado para L. acidophilus NCFM.

ApoOs testes com os trés meios, optou-se por utilizar o meio basal MRS
sem modificag@o por apresentar melhores resultados.

Observou-se que a quantidade de lactobacilos correspondia aquela
informada pelo fabricante (Figura 4.18 e 4.19).

Para producéo do queijo minas frescal utilizou-se 2,5 g de L. acidophilus
NCFM e 2,5 g de L. rhamnosus Lr-32. As etapas da producédo estdo descritas
no item 4.4.2. Entretanto, no queijo suplementado com L. rhamnosus Lr-32 n&o
foi observado a viabilidade necessaria por grama do queijo (Figura 4.19).

Portanto, optou-se por aumentar a sua quantidade para 3,5 g.
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4.4.1.2 Amostragem e andlise microbioldgica dos queijos

As determinacbes dos parametros microbiolégicos ocorreram apos o
processamento dos queijos minas frescal, no dia seguinte (do) e apds 7 (d;) e
14 (d,) dias de armazenamento a 5+1°C (Figura 4.8).

Queijo Queijo com L. Queijo com L.
controle acidophilus rhamnosus Lr-
NCFM 32

/ Contagem de bactérias\

|nd|cadgras 9e /Contagem das bactérias\

contaminagao probidticas (L.
(coliformes totais, acidophilus NCFM e L.
Escherichia coli) rhamnosus Lr-32)

k dO; d1, d2 j K d01 dl, d2 /

Figura 4.8 - Fluxograma da amostragem e analises microbiolégicas dos queijos minas frescal

4.4.1.2.1 Monitoramento das bactérias probiéticas: L. acidophilus NCFM e L.
rhamnosus Lr-32

4.4.1.2.1.1 L. acidophilus NCFM

Nos queijos processados com a adicdo de L. acidophilus NCFM
quantificou-se a populacdo das bactérias probidticas em log UFC g™ de queijo.

Para isto, porcdes de 25 g de queijo (retiradas em condicbes de assepsia, em
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fluxo laminar) foram homogeneizadas com 225 ml de agua peptonada 0,1 %
(diluicdo 10, utilizando-se um “Bag Mixer” (Intersciense, St. Nom, Franca),
por 210 segundos. As diluicdes decimais subsequentes foram preparadas
utilizando-se o mesmo diluente.

Aliquota de 1 ml de cada diluicAo das amostras foi transferida para
placas de Petri estéreis. Em seguida, adicionou-se agar MRS modificado,
preparado como meio basal e adicionado de maltose (em substituicdo a
glicose), fundido e resfriado, com posterior incubacédo a 37 °C por 48 horas.

Cada amostra foi inoculada em duplicata.

4.41.2.1.2 L. rhamnosus Lr-32

Para a contagem de L. rhamnosus Lr-32, utilizou-se o0 mesmo protocolo
de diluicdo anteriormente citado, entretanto, as amostras foram transferidas
para placas de Petri estéreis. Em seguida, adicionou-se agar DeMan- Rogosa-
Sharpe- MRS (Oxoid) sem modificacdo, fundido e resfriado, com posterior
incubacéo a 37°C por 48 horas. Cada amostra foi inoculada em duplicata.

A sequéncia da metodologia para a contagem de L. acidophilus NCFM e
L. rhamnosus Lr-32 esta representada pelas figuras a seguir (Figura 4.9 a
4.15).

Figura 4.9 - Pesagem da amostra Figura 4.10 - Homogeneizacao
no Bag Mixer
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Figura 4.11 - Amostra Figura 4.12 — Transferéncia de 1 ml
em agua peptonada para realizac¢éo da diluigdo seriada
(diluicao 1 g de
queijo:9 ml agua)

Figura 4.13 - Diluigdo Figura 4.14 - In6culo em placa de
seriada Petri
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Figura 4.15 - Colocag¢éo do meio fundido

As leituras das placas foram realizadas apos 48 horas de incubacao a
37°C (Figura 4.16 e 4.17).

Figura 4.16 - Seta indica a Figura 4.17 - Seta indica a
morfologia da col6nia de L. morfologia da col6nia de L.
acidophilus NCFM rhamnosus Lr-32
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Os resultados do estudo piloto mostraram que as populacdes de L.
acidophilus NCFM (Figura 4.18) e L. rhamnosus Lr-32 (Figura 4.19)

apresentaram quantidades viaveis ao longo dos 14 dias testados.
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Figura 4.18 - Popula¢des de L. acidophilus NCFM (média) obtidas para os queijos produzidos

com a suplementac¢@o do mesmo, apds 1, 7 e 14 dias de armazenamento refrigerado a 5+ 1° C.
La- corresponde a viabilidade testada de L. acidophilus NCFM informada pelo fabricante
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Queijos
Figura 4.19- Populacdes de L. rhamnosus Lr-32 (média) obtidas para os queijos produzidos
com a suplementac¢@o do mesmo, apods 1, 7 e 14 dias de armazenamento refrigerado a 5+ 1° C.
Lr- corresponde a viabilidade testada de L. rhamnosus Lr-32 informada pelo fabricante. Queijos
Q1- Q6 correspondem aqgueles produzidos inicialmente com 2,5 gramas de L. rhamnosus Lr-32

liofilizado. Queijos Q7- Q14 correspondem aqueles produzidos com 3,5 gramas de L.
rhamnosus Lr-32 liofilizado

4.4.1.2.2 Monitoramento das bactérias indicadoras de contaminacao:
coliformes totais e Escherichia coli

Aliquota de 1000 pl de cada diluicAo das amostras foi transferida de
acordo com as instrucdes do fabricante, para placas Petrifim™ para a
contagem de coliformes totais e E.coli, denominadas Petrifim™EC (3M
Microbiology, St. Paul, MN, EUA), sendo incubadas a 37°C por 48 horas. Cada
amostra foi inoculada em duplicata.

A sequéncia da metodologia realizada para verificar a contaminacéo
esta representada pelas figuras a seguir (Figura 4.20 a 4.23):
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Figura 4.20 - Diluicdo seriada Figura 4.21 - Placa
Petrifilm™ EC

Figura 4.22 - Inoculo Figura 4.23 - Assentamento da pelicula plastica
em placa

As leituras das placas foram feitas pés 48 de incubacado a 37°C (Figura
4.24 a 4.26):



Figura 4.24 - Sem crescimento = 0

Figura 4.25 - Contagem de E. coli = 0,
contagem de coliformes totais = 6
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Figura 4.26 - Contagem de E. coli = 1, contagem de
coliformes totais = 2

Os gqueijos suplementados com L. acidophilus NCFM, L. rhamnosus Lt-
32 e 0 queijo controle apresentaram valores médios na contagem de E. coli e
coliformes totais menores que 1 log UFC/g. A legislacdo brasileira vigente
estabelece que queijos como o minas frescal apresentem como limites

méximos a presenca de 5 x 10° UFC/ g de coliformes (163).

4.4.2 Producéo do queijo minas frescal

As principais etapas empregadas na fabricacdo do produto final

encontram-se relacionadas na Figura 4.27.
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Leite pasteurizado tipo A integral (10 1)

v

Adicdo de acido latico (0,25 ml I™%)

v

Aquecimento do leite a 37°C

v

Adicdo das culturas probidticas:

Queijo A: suplementado com cultura probidtica L. acidophilus NCFM

Queijo B: suplementado com cultura probidtica L. rhamnosus Lr-32

\ Queijo C: sem cultura probidtica inoculada (controle) /

v

Adicgo de cloreto de célcio (0,25 g I'*) e coagulante liquido “Estrella”

Coagulacdo do leite a 36°C (por pelo menos 50 minutos)

v

Corte da coalhada em cubos (+ 1 cm?)

v

Adicdo de 40 g de sal (NaCl) apds dessoragem parcial e remocdo de 2 | de soro

v

Homogeneizagdo (aproximadamente 15 min) para salga completa

v

Enformagem em recipientes circulares (aproximadamente 500 g de

v

Manter sob refrigeracdo (5°C); os queijos devem ser virados (3 vezes) para
dessoragem completa

v

Embalagem dos queijos

v

Estocagem refrigerada (5°C) por até 21 dias

Figura 4.27: Protocolo de producao do queijo minas frescal A, B e C (157)
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As culturas empregadas foram fornecidas pelo fabricante na forma
liofiizada e armazenadas congeladas. O queijo A foi suplementado com
Lactobacillus acidophilus NCFM (Danisco-DuPont, Madison, WI, USA); o queijo
B com Lactobacillus rhamnosus Lr-32 (Danisco-DuPont, Madison, WI, USA), e
o queijo C sem suplementacdo de cultura probidtica. A adicdo de acido latico
foi feita na proporcédo de 2,5 ml do acido a 85% para cada 10 | de leite integral
pasteurizado tipo A (marca comercial Xandd, Sao Paulo, Brasil), mediante
diluicdo prévia (1:10). Em todas as formula¢cdes empregou-se o coagulante
liquido “Estrella” (Enzima Quimosina, poder coagulante 1: 3.000/ 75 IMCU,
Christian Hansen) e o cloreto de célcio (2,5 g/10 | de leite), sendo que os
mesmos foram utilizados apdés a adicdo do acido latico e/ou da cultura
probiética. A salga dos queijos foi feita com a adicdo 40 g de sal — NaCl -
(marca comercial Cisne, Cabo Frio, Brasil) ao soro apés a dessoragem parcial
(remocdo de aproximadamente, 2 | de soro), sendo que a quantidade
adicionada equivale a 2,0 % do peso liquido estimado dos queijos. ApGs serem
desenformados, os queijos foram cortados em pedacos de 20 g; colocados em
embalagens plasticas e, mantidas refrigeradas (5°C) até o dia da entrega.

Nas figuras (Figura 4.28 a 4.40) a seguir esta representada a sequéncia

da producé&o do queijo minas frescal

Figura 4.28 - Aquecimento do Figura 4.29 - Adicdo de cloreto
leite (com &cido latico) a 37°C de calcio



Figura 4.30 - Adig&o de Figura 4.31 - Adi¢éo da cultura
coagulante probiética no queijo A ou B

Figura 4.32 - Coagulacéo do leite a 36 °C
por pelo menos 50 minutos

Figura 4.33 - Teste da faca Figura 4.34 - Corte da coalhada
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Figura 4.35 - Dessoragem parcial Figura 4.36 - Salga

Figura 4.37 - Homogeneizacao Figura 4.38 - Enformagem

Figura 4.39 - Enformagem e estocagem sob refrigeracdo a 5°C
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Figura 4.40 - Viragens para dessoragem
completa

4.5 COLETA DAS AMOSTRAS BUCAIS

Durante o exame clinico da cavidade bucal, os dados foram registrados
na ficha do paciente (Anexo D). Estes receberam orientagdo para n&o ingerir
alimentos ou bebidas (exceto agua) ou fumar, no periodo de 1 hora antes da
coleta. Todos receberam orientacdo de higiene bucal e da protese. Além disso,
antes, durante e apos o periodo de intervencéo, foi proibido o consumo de
produtos contendo probidticos.

4.5.1 Escolha da metodologia de coleta

Varios sdo os métodos disponiveis para o isolamento de Candida sp. da
cavidade bucal, dentre eles podem ser citados: uso de swab para esfregago da
superficie a ser analisada (164); técnica de imprint culture (165); coleta da
saliva total (166), coleta do enxaguado bucal (51), e bidpsia da mucosa bucal.

Cada uma delas oferecem vantagens e desvantagens que devem ser levadas
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em conta para que se possa comparar os resultados obtidos com a literatura.
Neste trabalho optou-se por utilizar a metodologia de coleta descrita por
Samaranayake et al. (51) pois € uma técnica rapida e facil que permite a
quantificacdo de micro-organismos da cavidade bucal, apesar de ndo permitir
identificar o sitio de infeccdo. Contudo, esta desvantagem nédo foi levada em
consideracdo, pois nesta pesquisa foram utilizados pacientes assintomaticos,
isto é, estes ndo apresentavam sinais de candidose ou estomatite sob protese,
mas possuiam uma microbiota composta por Candida sp.

A metodologia para coleta das amostras de Candida sp. da cavidade
bucal descrita por Samaranayake et al. (51), consiste em pedir ao paciente que
faca um bochecho com 10 ml de solug¢do salina estéril, por 60 segundos.
Imediatamente apdés a coleta, o enxaguado bucal foi transportado até o
laboratdrio, em tubos de Falcon estéreis, para as analises microbioldgicas.

As amostras para quantificacdo total foram coletadas nos tempos: inicial
(to)- 1 semana antes do inicio do experimento e final (t)- apdés 8 semanas de

ingestao do queijo.

4.5.2 Quantificacdo de Candida sp.

A cultura microbiolégica € um procedimento extremamente importante
para o isolamento primario do micro-organismo, isto €, para que o mesmo
exerca sua capacidade de crescer, a partir de um material clinico, em um meio
de cultura nutricional artificial e especifico para cada um. Atualmente, utiliza-se
como meio basal para fungos, o agar Sabouraud dextrose (ASD) acrescido de
algum tipo de antibiético com a finalidade de inibir o crescimento de bactérias.
Além disso, para facilitar a evidenciacdo de infeccbes mistas por leveduras,
utiliza-se 0 meio cromogénico CHROMagar Candida® (CHROMagar, Paris,
Franga) em placa. Apés a cultura do micro-organismo pode ser observado o
seu crescimento macroscopicamente, pela formacao de uma unidade estrutural

denominada de colbnia.
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Portanto, para quantificacdo total de Candida da cavidade bucal foi
utilizada a metodologia descrita a seguir.

No laboratério, as amostras bucais foram centrifugadas a 1700 g por 10
minutos. O pellet foi posteriormente resuspenso em 3 ml de salina estéril e
agitado por 30 segundos, com a finalidade de obter- se um concentrado do
enxaguado bucal. As diluicbes decimais subsequentes foram preparadas
utilizando-se o mesmo diluente. Aliquota de 100 pL foi semeada em superficie
de placas de Petri estéreis (90 mm de diametro) contendo ASD com
cloranfenicol (0,05 g '), e incubadas aerobicamente a 37 °C por 24-48 horas.
Cada amostra foi semeada em triplicata.

A quantificagdo das amostras de Candida foi feita através da contagem
em log UFC ml* do enxaguado coletado, e posteriormente, esse valor foi
corrigido para os 10 ml do enxaguado original.

A sequéncia da metodologia de coleta esta representada nas figuras a
seguir (Figura 4.41 a 4.45).

Figura 4.41 - Figura 4.42 — Centrifugacao das amostras
Enxaguado coletadas
bucal



Figura 4.43 - Figura 4.44 - Inéculo em placa
Diluig&o seriada

Figura 4.45 - Colbnias de Candida sp.
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4.5.3 Identificacdo das espécies de Candida

A identificacdo das espécies foi realizada nos tempos tg (inicial) e t; (final)

do experimento.

4.5.3.1 CHROMagar Candida®

O meio CHROMagar Candida® possui em sua composi¢cao substancias
cromogénicas que permite, de forma presuntiva, observar infeccbes mistas de
leveduras e diferencia-las quanto a sua coloracéo.

De acordo com o fabricante, colénias que apresentam coloracdo verde
sdo sugestivas de C. albicans ou C. dubliniensis. Desta forma, para
diferenciacdo entre as mesmas, essas foram submetidas a testes fenotipicos
de temperatura (42°C e 45°C) (167, 168) e de tolerancia em caldo Sabouraud
hipertdnico (169). J& amostras que apresentam coloragdo diferente de verde
sdo sugestivas de Candida ndo-albicans. Estas foram identificadas através do
sistema APl 20C® Aux System (bioMérieux, Basingstoke, UK).

Através das diluicbes utilizadas para a quantificacdo de Candida sp.,
aliquotas de 100uL foram semeadas em duplicatas sobre meio de cultura
cromogénico CHROMagar Candida® em aerobiose a 37 °C por 72 horas. Apos
esse periodo, as mesmas foram analisadas quanto a coloracdo e morfologia de
cada coldnia, além da possibilidade de cultura pura e/ou mista.

Todas as amostras foram submetidas a testes fenotipicos e bioquimicos
nutricionais, tais como provas do tubo germinativo, microcultivo em lamina e
fermentacao de carboidratos.

Coloracdo e morfologia das colonias em placas com meio CHROMagar

Candida® podem ser observadas nas figuras a seguir (Figura 4.46 a 4.51).
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Figura 4.46 - Colbnias verdes Figura 4.47 - Colobnias lilas

Figura 4.48 - Colbnias azuis Figura 4.49 - Colbnias rosas
esbranquicadas

Figura 4.50 - Colbnias creme Figura 4.51 - Colbnias azuis
metélicas
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4.5.3.2 Prova do tubo germinativo

A prova do tubo germinativo (170) € um teste que caracteriza rapida e
presuntivamente a levedura da espécie C. albicans ou C. dubliniensis (tubo
germinativo positivo) de outras espécies de levedura (tubo germinativo
negativo).

Quando o teste for positivo, 0 tubo germinativo aparecerd como um
filamento fino e cilindrico, originado do blastoconideo da levedura, no qual nao
se observa nenhuma zona de constriccdo, quer na base ou ao longo de sua
extensao (Figura 4.52).

A partir de uma algcada da colbnia isolada, submetida a crescimento
prévio de 24-48 horas, faz-se uma suspensao em tubos contendo 0,5 ml de
soro fetal bovino estéril (Vitrocell- Embriolife, Campinas-SP). Incuba-se a 37°C
durante periodo maximo de 3 horas. Este prazo € importante porque, apos
esse periodo, outras espécies de Candida e de outros géneros, formam
também tubo germinativo. Deposita-se uma gota da suspensao sobre lamina
de microscopia e cobre-se com laminula para observacdo em microscopio
Otico. A presenca de tubo germinativo, na forma de pequeno filamento que
brota do blastoconidio, sem formar constriccdo com a célula-mae, permite a
identificacdo presuntiva de C. albicans ou C. dubliniensis.

A prova do tubo germinativo foi realizada em dois ensaios

independentes.



62

Figura 4.52 - Tubo germinativo positivo- blastoconideo (seta 1) de levedura emergindo um tubo
germinativo (seta 2), Tubo germinativo negativo- blastoconideo (seta 1) de levedura emergindo
uma pseudo-hifa (seta 3)

4.5.3.3 Prova do microcultivo em lamina

A prova do microcultivo em Iamina, de acordo com o método de Dalmau,
baseia-se no principio de que leveduras, quando incubadas em meio fuba
(“corn meal agar” + tween 80) com Tween-80, por 48 até 96 horas, apresentam
a capacidade de filamentar, formando pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras.
Assim, pelas caracteristicas morfoldgicas das estruturas filamentosas, pode-se
sugerir a espécie de levedura. Caso a levedura forme hifas hialinas ramificadas
sem fragmentacdo, provavelmente pertence ao género Candida e se houver a
formacdo de clamiddsporos caracteristicos (Figura 4.53) é classificada como

Candida albicans ou Candida dubliniensis.
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Apés preparacao e esterilizacdo do meio (Anexo E), este foi disposto
sobre uma lamina de microscopia estéril. Com o auxilio de uma alga, tocamos
levemente uma colbnia, submetida a crescimento prévio de 24-48 horas;
fazemos trés estrias equidistantes sobre este meio, e colocamos uma laminula
sobre elas. Armazenamos as laminas em placas de vidro estéreis e levamos a
incubadora a 30 °C por 48 a 96 horas. Antes disso, tornamos 0 ambiente da
placa amido.

A prova do microcultivo foi realizada em dois ensaios independentes.

Figura 4.53 - Clamidoconideo
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4.5.3.4 Fermentacao de carboidratos

Testes bioquimicos como o de fermentacdo de carboidratos, também,
conhecido como zimograma, sdo conduzidos no sentido de investigar a
capacidade das leveduras tém de crescer anaerobiamente na presenca de
determinado carboidrato fornecido como Unica fonte de energia, podendo ser
observada através da producdo de gas carbdnico. Determinadas fontes de
carboidratos sédo colocadas em tubos respectivos, contendo meio basico liquido
(Anexo F) e tubos Durhan invertidos previamente esterilizados. Culturas
recentes das amostras (24 horas) sao preparadas em 1,2 ml de agua destilada
estéril, ajustando-se a turbidez de acordo com o padrdo 5 da escala de
McFarland com a utilizacdo de espectofotometro (Spectrum- SP-1105).
Inoculam-se 200 pl da suspensdo nos tubos previamente preparados, e
incubados a 25-30°C, durante, no maximo 28 dias, e iniciando- se a leitura a
partir de 24-48 horas de incubacédo. A fermentacao é revelada por formacao de
bolhas de gas, observadas dentro de tubos de Durhan conforme figura 4.54.

O teste de fermentacdo de carboidratos foi realizado em dois ensaios

independentes.
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Figura 4.54 - Setas indicam a formacgéo de gas

4.5.3.5 Diferenciacdo entre as espécies C. albicans e C. dubliniensis

Amostras que resultaram em coldnias verdes apds cultivo em meio
CHROMagar Candida® foram submetidas a testes de temperatura a 45°C
(167, 168) e teste de tolerancia em caldo Sabouraud hipertonico (169) para
diferenciacdo entre C. albicans e C. dubliniensis, em dois ensaios

independentes.

4.5.3.5.1 Teste de temperatura a 45°C

Fenotipicamente, isolados de C. dubliniensis apresentam 6timo
crescimento a temperatura de 30 a 37°C em meios de cultura usado

comumentemente para crescimento de isolados do género Candida (171).
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Diferentemente de C. albicans, isolados de C. dubliniensis apresentam pouco
ou nenhum crescimento a temperatura de 42 ou 45°C por 48 horas (167, 168).
ApOs as amostras serem submetidas a crescimento prévio de 24 horas
uma col6nia foi retirada com o auxilio de uma al¢a de platina estéril e inoculada
em placas de Petri estéreis contendo ASD com cloranfenicol. As placas foram

incubadas a 45°C por 48 horas e as leituras foram feitas (Figura 4.55).

Figura 4.55 - Seta indica 0 ndo crescimento em meio agar Sabouraud dextrose a 45°C
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4.5.3.5.2 Teste de tolerancia em caldo Sabouraud hipertdnico

Este teste permite diferenciar C. albicans de C. dubliniensis baseando-se
na capacidade de espécies de C. dubliniensis ndo crescerem em caldo
Sabouraud acrescido de 6,5% de NaCl (169).

Culturas recentes das amostras (24 horas) foram preparadas em agua
destilada estéril, ajustando-se a turbidez de acordo com o padrdo 5 da escala
de McFarland. Inoculam-se 20 pl da suspenséao nos tubos contendo 10 ml de
caldo Sabouraud estéril acrescido de cloreto de sodio a 6,5%, e incubados a
37°C, durante 96 horas, e iniciando-se a leitura a partir de 24 horas de
incubacdo. Amostra de C. albicans ATCC 10231 foi utilizada como controle
positivo.

As leituras dos tubos foram realizadas observando-se o crescimento de

C. albicans ou o ndo-crescimento de C. dubliniensis, conforme figura 4.56.

Figura 4.56 - Seta indica o0 ndo crescimento em caldo Sabouraud hipertonico
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4.5.3.6 Sistema de identificacdo Api20® C Aux

Convencionalmente, a identificacdo das leveduras € baseada
fundamentalmente nos testes de assimilacdo de carboidratos e nitrogénio e no
teste de fermentacdo de carboidratos, em conjunto com as provas do tubo
germinativo e microcultivo em lamina. Inicialmente, utilizaram-se os testes de
assimilacdo de carboidratos e nitrogénio de maneira convencional, isto €,
utilizando-se a técnica auxanografica na qual se emprega meio de agar
destituido de qualquer fonte de carbono (assimilacdo de carboidrato) ou
composto nitrogenado (assimilagdo de nitrogénio). Neste meio é adicionada a
suspensao da levedura por pour plate. A seguir, 0 agucar € aliquotado sobre o
meio solidificado contendo Candida, no caso da prova de assimilacdo de
carboidratos, ou determinado composto nitrogenado, no caso da prova de
assimilacdo de nitrogénio. Entretanto, estes testes apresentaram resultados
imprecisos, ndo sendo possivel obter resultados confiaveis para a identificacdo
das espécies de leveduras. Por este motivo, optou-se por utilizar o sistema de
identificacdo APl 20C® Aux (bioMérieux, Basingstoke, UK) em substituicdo aos
testes de assimilagdo de carboidratos e nitrogénio. O sistema APl 20C® Aux
possui 96-99% de acurdcia em comparagdo com os testes de assimilacdo
convencionais (172) e frequentemente é utilizado como método de referéncia
para identificacdo de espécies de Candida (173).

Amostras que apresentaram coloracdo diferente de verde foram
submetidas ao sistema de identificacdo de leveduras APl 20C® Aux
(bioMérieux, Basingstoke, UK). Preparou-se um inéculo com amostras
submetidas a crescimento prévio de 24 horas. Com o0 auxilio de uma al¢a
estéril coletou-se uma fragdo da col6nia e fez-se uma suspenséo de levedura
de opacidade equivalente a 2 de McFarland, em salina estéril, através de
espectofotbmetro (Spectrum- SP-1105). Imediatamente, distribuiu-se 100 pl da
suspensao anterior nas ampolas contendo o meio C, e homogeneizou-se com
auxilio da pipeta evitando a formacgdo de bolhas. Também com o auxilio de
uma pipeta, preencheu- se as cupulas com a suspensao obtida com o meio C

de modo que ndo ficassem incompletas ou muito cheias, pois estes casos



69

podem causar resultados falsos positivos ou negativos. Fechou-se a caixa de
incubacéo e incubou-se de 48-72 horas (+ 6 horas) a 29°C + 2°C (Figura 4.57).
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Figura 4.57 - Galeria contendo clpulas com meio C e seus respectivos agucares

A leitura ocorreu apés 48 horas, ou 72 horas, caso o teste, em especial a
glicose, ndo fosse nitida a assimilagdo (visualmente pela turbidez) apds as 48
horas. Observa-se o crescimento das leveduras comparando-as com a cupula
0 que serve de parametro negativo e uma cupula mais turva que o parametro 0
indica uma reacédo positiva (Figura 4.58). Juntamente com o resultado obtido,
foi necessario determinar a presenca de hifas (micélio) ou pseudohifas
(pseudomiceélio) através do teste de microcultivo realizado anteriormente com
todas as amostras.

A identificacdo foi obtida a partir de um perfil numérico de 7 algarismos
através do programa de identificacéio apiweb™

(https://apiweb.biomerieux.com/servlet/ldentify).
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Figura 4.58 - Setas indicam cUpulas em que ocorreram a assimila¢do do agucar pela levedura.
Cupula 0 representa o0 parametro para comparacao

4.5.4 Avaliagéo das atividades enzimaticas

A avaliacdo das atividades enziméticas foi conduzida nos tempos to
(inicial) e t: (final) do experimento. Todas as amostras foram realizadas em

duplicata, em dois ensaios independentes.
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4.5.4.1 Preparo dos in6culos padrdes de Candida sp., experimentos e controle,
para os testes das atividades da fosfolipase e da proteinase

Apds um periodo de 24 h de incubacédo das espécies de Candida, em
meio ASD, foi feita uma suspensdo da levedura em 10 ml de salina estéril e
ajustando-se a turbidez de acordo com o padrdo 5 da escala de McFarland

através de espectofotbmetro (Spectrum- SP-1105).

4.5.4.2. Determinacédo da atividade da fosfolipase

A atividade da fosfolipase foi mensurada a partir do tamanho da zona de
precipitacdo ao redor das coldnias apds o crescimento das mesmas em meio
agar gema de ovo (174).

O meio agar gema de ovo consiste em 13 g de ASD; 11,7 g de NaCl;
0,11 g de cloreto de calcio (CaCl,), e 10% de gema de ovo estéril, em 184 ml
de agua destilada. Primeiramente, todos os componentes, exceto a gema de
ovo, foram homogeneizados e esterilizados. A gema de ovo foi centrifugada a
500 g por 10 min a temperatura ambiente, e 20 ml do pellet foram adicionados
ao meio esterilizado.

Aliquota de 10 pl da suspensédo de Candida, descrita anteriormente, foi
inoculada na superficie de placas de Petri (90 mm de diametro) estéreis
contendo o meio gema de ovo. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente para secagem do inoculo, e levadas para incubacéo a 37°C por 48 h.
Apoés este periodo, foi mensurado o didmetro da zona de precipitacdo ao redor
da colbnia (Figura 4.59).

A atividade da fosfolipase (valor P;) foi expressa a partir da razdo do
didmetro da coldnia pelo diametro da colénia mais a zona de precipitacdo (em
mm), de acordo com metodologia descrita por Price et al. (174), os valores de
Pz foram interpretados de acordo com o quadro 4.1. Como controle positivo foi
utilizado uma cepa de C. albicans ATCC 10231.



Figura 4.59 - P ;= d/D (diametro da colbnia/ diametro da zona de precipitagéo)

VALORES DE P ; CODIGO
P,=1 1

0,64 <P <0.99 2
P,<0,64 3

Quadro 4.1 - 1, negativo/sem atividade; 2, positivo; 3, fortemente positivo
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4.5.4.3 Determinacédo da atividade da proteinase

A producédo da proteinase foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Staib (175). O meio basal utilizando consiste em meio agar
contendo albumina bovina (BSA- fracdo V; Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.,
USA). Uma solucéo contendo 0,04 g de MgSO,. 7H,0; 0,5 g de K,POy; 1 g de
NaCl; 0,2 g de extrato de levedura; 4 g de glicose e 0,5 g de albumina bovina
foi preparada em volume de 60 ml. O pH foi ajustado em 3,5 com 1 M HCI. Em
seguida, a solucao foi esterilizada por filtracdo e homogeneizada a 140 ml de
meio agar estéril.

Aliquota de 10 pl da suspenséo, descrita anteriormente, foi inoculada na
superficie de placas de Petri (90 mm de diametro) estéreis contendo o meio. As
placas foram mantidas em temperatura ambiente para secagem do inoculo, e
levadas para incubacéo a 37°C por 48 horas. Apés este periodo, foi mensurado
o didmetro da zona de precipitacdo ao redor da col6nia (Figura 4.60).

A atividade da proteinase (valor PRy) foi expressa a partir da razdo do
didmetro da colbnia pelo diametro da colonia mais a zona de precipitagdo (em
mm), de acordo com metodologia descrita por Price et al. (174). Os valores de
Pr; foram interpretados da mesma forma que os valores de P (Quadro 4.1).

Como controle positivo foi utilizado uma cepa de C. albicans ATCC 10231.



Figura 4.60 - PR 2= d/D (diametro da coldnia/ diametro da zona de
precipitacéo)

4.6 VARIAVEIS DO ESTUDO

e Grupos: experimental 1, experimental 2 e controle
e Etnia: leucoderma e melanoderma

e Sexo: feminino e masculino

e Problemas de saude: ausente e presente

e Hipertensao: ausente e presente

e Diabetes: ausente e presente

e Colesterol: ausente e presente

e Problema cardiaco: ausente e presente
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e Nivel de triglicérides: ausente e presente

¢ Intolerancia a lactose: ausente e presente

e Lesao na mucosa do palato: ausente e presente

e Tipo de prétese: bimaxilar (protese superior e inferior) e unimaxilar (pelo
menos a prétese superior)

¢ Idade do paciente (anos)

e Idade da prétese superior que estava utilizando no periodo da pesquisa
(anos)

e Idade da proétese inferior que estava utilizando no periodo da pesquisa
(anos)

e UFC ty: quantidade de UFC de Candida sp.antes do inicio do
experimento

e UFC t;: quantidade de UFC de Candida sp. ap6s 8 semanas do
experimento

e Espécies de Candida: C. albicans; C. glabrata; C. tropicalis; C. krusei; C.
dubliniensis, C. kefyr e C. famata

¢ Fosfolipase (P z): sem atividade, atividade positiva e atividade
fortemente positiva

e Proteinase (PR 7): sem atividade, atividade positiva e atividade

fortemente positiva

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Foi feito o teste de aderéncia a distribuicdo normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Como nem todas as variaveis quantitativas tinham esta
distribuicdo, optou-se pela realizacao de testes ndo paramétricos.

A comparagdo entre 0s grupos no inicio do experimento foi feita pelo
teste de associacdo pelo qui-quadrado e Kruskal-Wallis, com nivel descritivo
estabelecido de p < 0,05.

A comparacdo das variaveis quantitativas antes e apos o tratamento

entre os grupos foi feita através de analise de variancia com dois fatores sendo
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um fator medida repetida (tempo) e o outro fator medida independente (grupo).
As comparacdes multiplas foram feitas pelo teste de Tukey HSD.

As andlises estatisticas acima citadas foram realizadas utilizando-se o
programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, USA)

para Windows versao 15 e o nivel descritivo estabelecido foi p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS GRUPOS

Foram analisados 3 grupos a saber: experimental 1 (pacientes que
ingeriram o queijo suplementado com L. acidophilus NCFM), experimental 2
(pacientes que ingeriram o queijo suplementado com L. rhamnosus Lr-32) e
controle (pacientes que ingeriram o queijo sem suplementacdo probiética). As
comparacdes das caracteristicas demogréficas e clinicas estdo nas tabelas 5.1
e 5.2. Observa-se que os resultados revelaram similaridade entre as 9 variaveis
qualitativas (Tabela 5.1) e as 3 variaveis quantitativas (Tabela 5.2) avaliadas
nos trés grupos do experimento (p > 0,05). Nenhum paciente relatou ter

problemas com relacdo ao nivel de triglicérides e intolerancia a lactose.
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Tabela 5.1 - Caracteristicas demograficas e clinicas das varaveis qualitativas dos pacientes de

acordo com 0s grupos

Grupos
Variavel Categoria Experimental 1 Experimental 2 Controle | p (x2)
N (%) N° (%) N° (%)
Etnia Leucoderma 14 (73,7) 10 (50,0) 12 (60,0) 0.315
Melanoderma 5 (26,3) 10 (50,0) 8 (40,0)
Sexo Feminino 15 (78,9) 17 (85,0) 17 (85,0) 0.846
Masculino 4(21,1) 3 (15,0) 3 (15,0)
Problemas de Nao 5 (26,3) 4 (20,0) 5 (25,0)
salde 0,886
Sim 14 (73,7) 16 (80,0) 15 (75,0)
Hipertenso N&o 8(42,1) 9 (45,0) 8 (40,0) 0.950
Sim 11 (57,9) 11 (55,0) 12 (60,0)
Diabetes Nao 13 (68,4) 15 (75,0) 17 (85,0) 0.471
Sim 6 (31,6) 5 (25,0) 3 (15,0)
Colesterol N&o 16 (84,2) 16 (80,0) 15 (75,0) 0.774
Sim 3(15,8) 4 (20,0) 5 (25,0)
Problema cardiaco Nao 18 (94,7) 18 (90,0) 19 (95,0) 0.78
Sim 1(5,3) 2 (10,0) 1(5,0)
Lesdo na mucosa |N&o 15 (78,9) 15 (75,0) 15 (75,0)
do palato 0,946
Sim 4(21,1) 5 (25,0) 5 (25,0)
Tiom ¢ [Ediese Bimaxilar 13 (68,4) 13 (65,0) 19 (95,0) 0.052
Unimaxilar 6 (31,6) 7 (35,0) 1(5,0)
19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)

TOTAL
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Tabela 5.2 - Caracteristicas demograficas e clinicas das varaveis quantitativas dos pacientes

de acordo com 0s grupos

Grupos
Variavel Experimental 1 Experimental 2 Controle p

média (dp) média (dp) média (dp)

66,1 (11,6) 61,7 (14,1) 65,5 (10,5) 0,166
Idade
Idade da protese 15,7 (12,9) 12,7 (11,2) 12,7 (9,4) 0,740
superior
Idade da prétese 9,6 (9,6) 11,2 (10,7) 10,5 (7,0) 0,751
inferior

3,51 (0,41) 3,20 (0,51) 3,26 (0,49) 0,166
UFC t, (log)

19 20 20

TOTAL

5.2 DESCRICAO E PREVALENCIA DE CANDIDA SP. NAS AMOSTRAS
COLETADAS DOS PACIENTES ANTES DO INICIO DO EXPERIMENTO (to)

Apds coleta das amostras bucais foi possivel isolar e enumerar a
quantidade de Candida sp. Os resultados referentes a enumeracdo das
populacdes de Candida sp. bucais obtidos nos trés grupos de pacientes deste
estudo estéo descritos na tabela 5.3.

As populacbes de Candida sp. bucais foram semelhantes entre os

grupos, isto €, néo diferiram entre si (p = 0,259).
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Tabela 5.3 - Populacdes de Candida sp. nas amostras bucais coletas de pacientes

pertencentes aos grupos da pesquisa, antes do inicio do experimento (ty)

Grupos
UFC Candida sp. Experimental 1 Experimental 2 Controle
N° pacientes (%) N° pacientes (%) N° pacientes (%)
2 (10,5 6 (30,0 6 (30,0
2 log < x< 3 log ( ) ( ) ( )
17 (89,5) 14 (70,0) 14 (70,0)
3log £x
19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)
TOTAL
p (x°) = 0,259

Verificou-se que 1 (5,3%) pessoa do grupo experimental 1, 1 (5,0%) pessoa do grupo
experimental 2, e 2 (10,0%) pessoas do grupo controle apresentaram coloniza¢cdo mista por
duas espécies diferentes de Candida (Figura 5.1). Os grupos ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si (p = 0,780). A combinacédo de espécies encontrada no grupo experimental
1 foi de C. famata e C. tropicalis, no grupo experimental 2 foi de C. tropicalis e C. glabrata, e
no grupo controle foi de C. albicans e C. kefyr, e C. glabrata e C. tropicalis. Os demais
pacientes colonizados por Candida sp. exibiram amostras com apenas uma espécie do

micro-organismo.
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Figura 5.1 - Prevaléncia de pacientes que apresentaram coloniza¢@o por uma Unica espécie ou
por 2 espécies diferentes de Candida bucal, de acordo com os trés grupos, antes do inicio do
experimento (to)

A prevaléncia (valores expressos em porcentagem) dos isolados de
Candida sp. identificados de acordo com 0s grupos da pesquisa esta mostrada
na figura 5.2. Ao todo foram isoladas 63 espécies de Candida: 20 espécies no
grupo experimental 1, 21 espécies no grupo experimental 2 e 22 espécies no
grupo controle. O isolado mais prevalente nos trés grupos foi C. albicans com
60,0% no grupo experimental 1 e 66,7% no grupo experimental 2 e 68,2% no
grupo controle.
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Figura 5.2 - Prevaléncia das espécies de Candida bucais identificadas nos trés grupos da
pesquisa: 20 espécies no grupo experimental 1, 21 espécies no grupo experimental 2 e 22
espécies no grupo controle, totalizando 63 espécies de Candida, antes do inicio do

experimento (to)

Analisando a prevaléncia global dos isolados de Candida sp. observa-se
que 65,1% (n=41) corresponde a C. albicans; 15,9% (n=10) a C. glabrata; 6,3%
(n=4) a C. dubliniensis; 4,8% (n=3) a C. tropicalis; 3,2% (n=2) a C. krusei e C.
famata, e 1,6% (n=1) a C. kefyr (Figura 5.3).
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Figura 5.3 - Prevaléncia global das espécies de Candida bucais, antes do inicio do experimento

(to)

5.3 DESCRICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA FOSFOLIPASE E
PROTEINASE NAS AMOSTRAS COLETADAS DOS PACIENTES ANTES DO
INICIO DO EXPERIMENTO (to)

Com relagédo a producdo das enzimas, fosfolipase e proteinase, pelos
isolados de Candida sp., observa-se similaridade entre os trés grupos (Tabela
5.4) (p > 0,05).

Tabela 5.4 - Valores quantitativos da producédo de fosfolipase e proteinase pelos isolados de
Candida sp., de acordo com os grupos, antes do inicio do experimento (tp)

Grupos
Producgao enzimética Experimental 1 Experimental 2 Controle
média (dp) média (dp) média (dp)
Fosfolipase (Pz) 0,79 (0.16) 0,73 (0,26) 0,86 (0,31) 0,425
Proteinase (PR) 0,79(0.18) 0,85 (0,17) 0,9 (0,30) 0,054
19 20 20

Total
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5.3.1 Atividade da fosfolipase

O numero absoluto e a prevaléncia geral (expressa em porcentagem) de
pessoas nos quais seus isolados de Candida sp. das amostras coletadas dos
pacientes antes do inicio do experimento (t ;) que ndo produziram fosfolipase
no grupo experimental 1 e 2, e no grupo controle foram, respectivamente,5
(26,3%), 6 (30,0%) e 8 (40,0%) (Tabela 5.5), sem diferenca entre os grupos (p
= 0,053).

Tabela 5.5 - NUmero de pessoas colonizadas por espécies de Candida que apresentaram
atividade de producdo de fosfolipase, de acordo com cada grupo, antes do inicio do
experimento (to)

Grupos
Producéo : :
] Experimental 1 Experimental 2 Controle
Fosfolipase
N° pessoa (%) N° pessoa (%) N° pessoa (%)

1(5,3 5 (40,0 4 (20,0

P < 0,64° (5.3) (40,0) (20,0)

13 (68,4 6 (30,0 8 (40,0

0,64<P;<0,99°" (68.4) (30.0) (40.0)
. 5 (26,3) 6 (30,0) 8 (40,0)

P 7= 1

TOTAL 19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)

p (x2)= 0,053, onde ? atividade fortemente positiva, ® atividade positiva e ¢ sem

atividade.

De acordo com o0s grupos da pesquisa, as pessoas que possuiam
colonizacéao pelas espécies de C. albicans; C. glabrata; C. tropicalis, C. krusei e
C. dubliniensis e que produziam fosfolipase foram semelhantes entre si (p>
0,05). Para as espécies C. kefyr e C. famata ndo foi possivel fazer o teste
estatistico devido a pouca ocorréncia de casos nos grupos da pesquisa, pois C.
kefyr foi isolado das amostras dos pacientes somente no grupo controle, e C.

famata foi isolado somente no grupo experimental 1 (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6 - Niumero de pessoas colonizadas por espécies de Candida que produzem e nao
produzem fosfolipase, de acordo com os grupos da pesquisa, antes do inicio do experimento

(to)

Grupos
Espécie de i : i )
] Fosfolipase | Experimental 1  Experimental 2 Controle p (X))
Candida
N° pessoa (%) N° pessoa (%) N°pessoa (%)
i Produz 9 (47,0) 11 (55,0) 10 (50,0)
C. albicans 0,888
nao produz 10 (53,0) 3(7,3) 5(12,2)
Produz 3 (16,0) 2 (10,0) 0 (0,0)
C. glabrata 0,200
nao produz 16 (84,0) 18 (90,0) 20 (100,0)
o Produz 0 (0,0) 2 (10,0) 1 (5,0)
C. tropicalis 0,364
néo produz 19 (100,0) 18 (90,0) 19 (95,0)
Produz 0 (0,0 1(5,0 1(5,0
C. krusei ©.0) (5.0) (5.0) 0,611
nao produz 19 (100,0) 19 (95,0) 19 (95,0)
roduz 1(5,0 0 (0,0 2 (10,0
C. dubliniensis P .0) (©.0) ( ) 0,355
nédo produz 18 (95,0) 20 (100,0) 18 (90,0)
roduz 0 (0,0 0(0,0 1(5,0
. kefyr p (0,0 (0,0) (5.0) .
néo produz 19 (100,0) 20 (100,0) 19 (95,0)
produz 2 (11,0) 0 0
C. famata *
nao produz 17 (89,0) 20 (100,0) 20 (100,0)
19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)
TOTAL

* impossivel fazer o teste estatistico, pois ha poucos casos.
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5.3.2 Atividade da proteinase

O numero absoluto e a prevaléncia geral (expressa em porcentagem) de
pessoas nos quais seus isolados de Candida sp. das amostras coletadas dos
pacientes antes do inicio do experimento (t ;) que ndo produziram proteinase no
grupo experimental 1 e 2, e no grupo controle foram, respectivamente, 2
(10,5%), 4 (20,0%) e 3 pessoas (30,0%) (Tabela 5.7). Em nenhum dos grupos
foi observada atividade de producdo da proteinase fortemente positiva. Nao

houve diferenca significativa entre os grupos (p = 0,319).

Tabela 5.7 - NUmero de pessoas colonizadas por espécies de Candida que apresentaram
atividade de producdo de proteinase, de acordo com cada grupo, antes do inicio do
experimento (to)

Grupos
Producéo : i
) Experimental 1 Experimental 2 Controle
Proteinase
N° pessoa (%) N° pessoa (%) N° pessoa (%)
0(0,0 0(0,0 0(0,0
P < 0,64° (0,0) (0,0 (0,0
17 (89,5 16 (80,0 14 (70,
0,64<P;<0,99°" (89.5) (80.0) (70)
2 (10,5 4 (20,0 3 (30,0
PR, 1¢ (10.5) (20,0) (30,0)
TOTAL 19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)

p= 0,319, onde ? atividade fortemente positiva, ° atividade positiva e ¢ sem

atividade.

De acordo com o0s grupos da pesquisa, as pessoas que possuiam
colonizagéo pelas espécies de C. albicans; C. glabrata; C. tropicalis, C. krusei e
C. dubliniensis e que produziam proteinase foram semelhantes entre si (p>
0,05). No unico isolado de C. kefyr do paciente do grupo controle ndo foi
detectada a producéo de proteinase. Nao foi possivel realizar o teste estatistico

com C. famata devido a pouca ocorréncia de caso, somente 2 pessoas do
grupo experimental 1 apresentou colonizagao por C. famata (Tabela 5.8).
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Tabela 5.8 - Niumero de pessoas colonizadas por espécies de Candida que produzem e nao
produzem proteinase, de acordo com os grupos da pesquisa, antes do inicio do experimento

(o)

Grupos
Espécie de ) i i 5
) Proteinase | Experimental 1 Experimental 2 Controle p (X))
Candida
N° pessoa (%) N° pessoa (%) N° pessoa (%)
roduz 11 (57,9 11 (55,0 12 (60,0
. albicans P ( ) ( ) ( ) 0,950
nao produz 8 (42,1) 9 (45,0) 8 (40,0)
roduz 5(26,3 3(15,0 2 (10,0
. glabrata P ( ) ( ) ( ) 0,382
néo produz 14 (73,7) 17 (85,0) 18 (90,0)
roduz 0 (0,0 2 (10,0 1(5,0
. tropicalis P (©.0) ( ) .0) 0,364
nao produz 19 (100,0) 18 (90,0)0 19 (95,0)
roduz 0 (0,0 1(5,0 1(5,0
. krusei P (00) (>0) (>0) 0,612
ndo produz 19 (100,0) 19 (95,0) 19 (95,0)
roduz 1(11,2 1(5,0 1(5,0
. dubliniensis P ( ) (50) (>.0) 0,999
nao produz 18 (88,9) 19 (95,0) 19 (95,0)
produz 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
. kefyr *
nao produz 19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,00)
produz 2 (10,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
. famata *
nao produz 17 (89,5) 20 (100,0) 20 (100,0)
19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)
TOTAL

* impossivel fazer o teste estatistico, pois ha poucos casos.

5.4 RED}JCAO DE CANDIDA SP. NAS AMOSTRAS COLETADAS APOS A
INGESTAO DOS QUEIJOS (tr)

Foi observada diferenca estatistica na reducdo de Candida sp. entre as
amostras coletadas antes do inicio do experimento (to) e apés 8 semanas de
ingestao dos queijos (tf) nos grupos experimental 1 e 2 (p < 0,05), enquanto

gue no grupo controle essa diferenca nao foi observada (p > 0,05) (Figura 5.4).
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Quando comparado a quantidade de reducdo de Candida sp. entre 0os grupos

experimentais nao foi observado diferenca estatistica (p > 0,05).

I UFC inicial
4,0 LUFC final
3,5 i1
3,0 1
[ ]
[ ]
2,5 i
[ ]
2,0 - L .
1,5 ;4
I I I
Experimental 1 Experimental 2 Controle
Grupos

Figura 5.4 - Reducédo da enumeracdo de Candida sp. nos trés grupos do experimento apés
ingestao diaria dos queijos por 8 semanas

5.5 DESCRIGAO E PREVALENCIA DE CANDIDA SP. NAS AMOSTRAS
COLETADAS DOS PACIENTES APOS 8 SEMANAS DE INGESTAO DIARIA
DO QUEIJO MINAS FRESCAL (t)

De acordo com a tabela 5.9, observa-se que ap6s as 8 semanas de
ingestdo do queijo minas frescal, 11 (55,0%) pessoas apresentaram

populacées de Candida sp. entre 3 log < x< 4 log, enquanto que no grupo
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experimental 1 e 2 esses numeros foram de 8 (40,0%) e 7 (36,9%). Niveis
acima de 4 log foram observadas somente em 1 (5,3%) pessoa do grupo

experimental 1 e 1 (5,0%) pessoa do grupo controle.

Tabela 5.9 - Populacbes de Candida sp. nas amostras bucais coletas de pacientes
pertencentes aos grupos da pesquisa, apos 8 semanas de ingestdo do gqueijo minas frescal ()

Grupos
UFC Candida sp. Experimental 1 Experimental 2 Controle
N° paciente (%) N° paciente (%) N° paciente (%)
. 2 (10,45) 2 (10,0) 3 (15,0)
2 (10,45 4 (20,0 2 (10,0
llog < x<2log ( ) ( ) ( )
7 (36,9 6 (30,0 3 (15,0
2 log = x< 3 log ( ) ( ) ( )
7 (36,9) 8 (40,0) 11 (55,0)
3log <x<4log
1(5,3) 0 (0,0) 1 (5,0)
4 log
19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)
TOTAL

Dos pacientes do grupo experimental 1 (n=19), em 2 (10,4%) pacientes
ndo foi observado nenhum crescimento de coldnias de Candida sp. No grupo
experimental 2 e controle, observou-se a mesma situacdo em 2 (10,0%) e 3
(15,0%) pacientes, respectivamente (Tabela 5.10). Nao foi observada diferenca
estatistica (p= 0,866).
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Tabela 5.10 - Presencga e auséncia de isolados de Candida sp. nas amostras coletadas dos
pacientes apds 8 semanas de ingestao do queijo minas frescal (t;), de acordo com o0s grupos da
pesquisa

Grupos
Candida sp. Experimental 1 Experimental 2 Controle
N° pacientes (%) N° pacientes (%) N° pacientes (%)

17 (89,6) 18 (90,0) 17 (85,0)

Presente
2 (10,4) 2 (10,0) 3 (15,0)

Ausente

19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)
TOTAL
p (x°) = 0,866

Os isolados de Candida sp. identificados nas amostras coletadas apés 8
semanas do experimento mostraram que 1 (5,3%) pessoa do grupo
experimental 1 e 1 (5,0 %) pessoa do grupo controle apresentou colonizacao
mista por duas espécies diferentes de Candida (Figura 5.5). No grupo
experimental 2 n&o foi verificado colonizagcéo mista (p= 0,588).
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Figura 5.5 - Prevaléncia de pacientes que apres%ntaram colonizagdo por uma Unica espécie ou

por 2 espécies diferentes de Candida bucal, de acordo com os grupos, apos 8 semanas do
experimento (t)

A combinacéo de espécies encontrada no grupo experimental 1 foi de C.
glabrata e C. tropicalis e no grupo controle foi de C. albicans e C. glabrata. Os
demais pacientes colonizados por Candida sp. exibiram amostras com apenas
uma espécie do micro-organismo.

A prevaléncia (expressa em porcentagem) dos isolados de Candida sp.
identificados de acordo com 0s grupos da pesquisa estd mostrada na figura
5.6. Ao todo foram isoladas 54 espécies de Candida, havendo 18 isolados em
cada grupo. A espécie mais prevalente nos trés grupos foi C. albicans com
61,1% no grupo experimental 1 e controle, e 72,2% nos grupos experimental 2.
Observou-se o isolamento da levedura S. cerevisiae em 1 (5,6%) pessoa do

grupo experimental 1.
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Figura 5.6 - Prevaléncia das espécies de Candida bucais identificadas de acordo com os
grupos da pesquisa: 18 espécies em cada grupo da pesquisa, totalizando 54 espécies de
Candida, apés 8 semanas do experimento (t;)

Analisando a prevaléncia global das espécies isoladas de Candida
observa-se que 64,8% (n=35) corresponde a C. albicans; 16,7% (n=9) a C.
glabrata, 13,0% (n=7) a C. tropicalis, e 3,7% (n=2) a C. dubliniensis. N&o foi

isolada nenhuma espécie de C. krusei, C. kefyr e C. famata. (Figura 5.7).
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Figura 5.7 - Prevaléncia global das espécies de Candida bucais, apds 8 semanas do
experimento (t)

5.6 ATIVIDADE ENZIMATICA DOS ISOLADOS DE CANDIDA SP. APOS O
EXPERIMENTO (t)

Com relacao a atividade enziméatica da fosfolipase e da proteinase dos
isolados de Candida sp., observa-se similaridade entre os trés grupos (Tabela
5.11) (p > 0,05).
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Tabela 5.11 - Valores quantitativos da fosfolipase e da proteinase, produzidas pelos isolados
de Candida sp., de acordo com cada grupo, apés 8 semanas de ingestdo do queijo minas
frescal pelos participantes da pesquisa (t;)

Grupos
Atividade i i
o Experimental 1 Experimental 2 Controle
enzimética i i __ p
média (dp) média (dp) média (dp)
i 0,64 (0,29) 0,59 (0,26) 0,68 (0,38) 0,369
Fosfolipase (P2)
_ 0,75 (0,36) 0,72 (0,26) 0,71 (0,32) 0,972
Proteinase (PRz)
19 20 20

TOTAL

5.6.1 Atividade da fosfolipase

O numero absoluto e a prevaléncia geral (expressa em porcentagem) de
pessoas nos quais seus isolados de Candida sp. das amostras coletadas apos
8 semanas do experimento () que ndo produziram fosfolipase no grupo
experimental 1 e 2, e no grupo controle foram, respectivamente, 2 (10,6%), 2
(10,0%) e 4 (20,0%) (Tabela 5.12). Nao houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos (p= 0,597).
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Tabela 5.12 - NUmero de pessoas colonizadas por espécies de Candida sp. que apresentaram
atividade de producéo de fosfolipase, de acordo com cada grupo, apos 8 semanas de ingestao
do queijo minas frescal (t)

Grupos
Producéo i i
) Experimental 1 Experimental 2 Controle
Fosfolipase
N° pessoa (%) N° pessoa (%) N° pessoa (%)
7 (36,8 11 (55,0 7 (35,0
P < 0,64° (36.8) (55,0) (35,0)
10 (52,6 7 (35,0 9 (45,0
0,64<P;<0,99°" (52.0) (35.0) (45.0)
. 2 (10,6) 2 (10,0) 4 (20,0)
P i 1
TOTAL 19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)

p (X 2)= 0,597, onde ® atividade fortemente positiva, ° atividade positiva e ¢ sem

atividade.

De acordo com 0s grupos da pesquisa, as pessoas que possuiam
colonizagcdo pelas espécies de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, e que
produziam fosfolipase foram semelhantes entre si (p> 0,05). Para as espécies
C. dubliniensis ndo foi possivel fazer o teste estatistico devido a pouca
ocorréncia de casos nos grupos da pesquisa, isto €, das 2 pessoas que
possuiam colonizacdo por C. dubliniensis, observou-se somente uma pessoa

do grupo experimental 1 que produziu fosfolipase (Tabela 5.13).
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Tabela 5.13 - NUmero de pessoas colonizadas por espécies de Candida que produzem e nao
produzem fosfolipase, de acordo com cada grupo apés 8 semanas de ingestdo do queijo minas
frescal pelos participantes da pesquisa (t;)

Grupos
Espécie de ) i : 5
_ Fosfolipase | Experimental 1  Experimental 2 Controle p (X))
Candida
N° pessoa (%) N° pessoa (%) N° pessoa (%)
roduz 10 (52,6 12 (60,0 11 (55,0
C. albicans P ( ) ( ) ( ) 0,893
ndo produz 9 (47,4) 8 (40,0) 9 (45,0)
roduz 1(5,2 1(5,0 3(15,0
C. glabrata P (5:2) (>0) ( ) 0,436
n&o produz 18 (94,8) 19 (95,0) 17 (85,0)
roduz 4 (21,1 3 (15,0 0 (0,0
C. tropicalis P ( ) ( ) ©.0) 0,11
nao produz 15 (88,9) 17 (85,0) 20 (100,0)
roduz 1(5,2 0 (0,0 0(0,0
C. dubliniensis P (5:2) (00) (00)
ndo produz 18 (94,8) 20 (100,0) 20 (100,0)
19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)

TOTAL

* impossivel fazer o teste estatistico, pois ha poucos casos.

N&o foi observada diferenca estatistica na producdo de fosfolipase

(indice P7) pelos isolados de Candida sp. entre as amostras coletadas antes do

inicio do experimento (tp) € apés 8 semanas de ingestao dos queijos (t;) pelos

participantes da pesquisa (p > 0,05) (Figura 5.8).
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Figura 5.8 - Reducéo dos indices P ; de fosfolipase produzidos pelos isolados de Candida sp
nos trés grupos do experimento apos ingestéo diaria dos queijos por 8 semanas (t)

5.6.2 Atividade da proteinase

O numero absoluto e a prevaléncia geral (expressa em porcentagem) de
pessoas nos quais seus isolados de Candida sp. das amostras coletadas apos
8 semanas do experimento (t;) que nao produziram proteinase foi 3 (16,0%) no
grupo experimental 1,3 (15,0%) nos grupos experimental 2 e controle (Tabela
5.14). Somente em 1 pessoa do grupo experimental 1 foi observada atividade
de producado da proteinase fortemente positiva. Os grupos ndo apresentaram

diferenca estatisticamente significante (p= 0,962).
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Tabela 5.14 - NUumero de pessoas colonizadas por espécies de Candida sp. que apresentaram
atividade de producao de proteinase, de acordo com cada grupo, apés 8 semanas de ingestéo
do queijo minas frescal (t)

Grupos
Producéo : :
) Experimental 1 Experimental 2 Controle
Proteinase
N° pessoa (%) N° pessoa (%) N° pessoa (%)
1(5,0 0(0,0 0(00
P < 0,64° (5,0) (0,0) (0,0
15 (79,0 17 (85,0 17 (85,0
0,64<P;<0,99" (79.0) (85.0) (85.0)
3(16,0 3 (15,0 3 (15,0
— (16,0) (15.0) (15.0)
TOTAL 19 (100,00) 20 (100,00) 20 (100,00)

p (X 2)= 0,962, onde 2 atividade fortemente positiva, ° atividade positiva e © sem

atividade.

De acordo com 0s grupos da pesquisa, as pessoas que possuiam
colonizagcdo pelas espécies de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, e que
produziam proteinase foram semelhantes entre si (p> 0,05). Para a espécie C.
dubliniensis néo foi possivel fazer o teste estatistico devido a pouca ocorréncia
de casos nos grupos da pesquisa, isto €, observou-se somente uma pessoa
com colonizacdo por C. dubliniensis que produziu proteinase no grupo

experimental 1 (Tabela 5.15).
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Tabela 5.15 - NUmero de pessoas colonizadas por espécies de Candida que produzem e nao
produzem proteinase, de acordo com cada grupo apés 8 semanas de ingestdo do queijo minas
frescal pelos participantes da pesquisa (t)

Grupos
Espécie de ) i i 5
) Proteinase | Experimental 1 Experimental 2 Controle p (X))
Candida
N° pessoas (%) N°pessoas (%) N°pessoas (%)
i Produz 9 (47,4) 11 (55,0) 9 (45,0)
C. albicans 0,804
néo produz 10 (52,6) 9 (45,0) 11( 55,0)
Produz 0 (0,0) 2(10,0) 6 (30,0)
C. glabrata 0,075
néo produz 19 (100,0) 18 (90,0) 14 (70,0)
o Produz 4 (21,1) 2 (10,0) 0 (0,0)
C. tropicalis 0,094
nao produz 15 (88,9) 18 (90,0) 20 (100,0)
Produz 1(5,3 0(0,0 0(0,0
C. dubliniensis (5:3) (00) (00)
nédo produz 18 (94,7) 20 (100,0) 20 (100,0)
19 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)

TOTAL

* impossivel fazer o teste estatistico pois h& poucos casos.

N&o foi observada diferenca estatistica na producdo de proteinase

(indice PRy) pelos isolados de Candida sp. entre as amostras coletadas antes

do inicio do experimento (ty) e apo6s 8 semanas de ingestdo dos queijos (t;)

pelos participantes da pesquisa (p > 0,05) (Figura 5.9).
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6 DISCUSSAO

6.1 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE UFCS DE CANDIDA A PARTIR
DAS AMOSTRAS BUCAIS

Neste estudo, os trés grupos da pesquisa apresentavam caracteristicas
demograficas e clinicas semelhantes (p> 0,05) (Tabelas 5.1 e 5.2). As variaveis
(idade; idade da protese superior e inferior; etnia; sexo; problemas de saude;
hipertenséo; diabetes; colesterol; problemas cardiacos, lesdo na mucosa e tipo
de prétese) observadas nédo interferiram na reducdo de Candida dos grupos
experimentais (p> 0,125).

Antes do inicio do experimento, todos os pacientes assintomaticos
apresentaram niveis de contaminagédo iguais ou menores que 3 log UFC/ml de
Candida. Alguns autores consideram alta colonizacdo ou prevaléncia,
contagens de Candida acima de 50 UFCs e abaixo de 4 log UFC, entretanto,
essa alta prevaléncia ndo esta associada necessariamente a presenca de
doenca pois assim como neste estudo, Abbeele et al. (45) observou que a
média de quantidade de Candida encontrada em amostras coletadas através
de esfregaco com swab na regido do palato de pacientes sem estomatite sob
prétese ou candidose bucal foi de 77 e 948 UFCs. Ao final do experimento,
observou-se a reducédo total de Candida sp. em 5 pacientes da pesquisa, 2
pessoas em cada um dos grupos experimental 1 e 2, e 3 pessoas do grupo
controle, esse resultado ndo apresentou diferenca estatistica (p= 0,866)
(Tabela 5.10).

Torna-se dificil mais comparacdes a respeito da quantidade de Candida
na cavidade bucal observada neste estudo com outras pesquisas devido as
diferencas entre as populacdes estudadas e a técnica de coleta das amostras
bucais. Todavia, em estudo de Meurman et al. (176) avaliando a prevaléncia de
espécies de Candida em idosos residentes em casa de repouso, coletou
amostras através de enxaguado bucal e observou média de 3,66 log de UFC/
ml de Candida sp. em todos os idosos, entretanto, esse valor refe-se aos
pacientes sem fazer distincdo de presenga ou auséncia de estomatite sob
protese. Em estudo de Loster et al. (42) os autores fizeram uma analise
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micolégica em usuarios de proteses dentarias entre os anos de 2007 a 2011,
classificando como crescimento intermediario (20 a 50 UFCs de Candida),
intenso (50 a 100 UFCs de Candida), e abundante (valores acima de 2 log UFC
de Candida), e observaram um crescimento (intermediario a abundante)
significativamente maior no ano de 2011 quando comparado com 0S outros
anos. Assim os autores citados anteriormente, nao fizeram distincdo entre

pacientes com e sem estomatite sob proétese.

6.2 REDUCAO DE CANDIDA APOS O CONSUMO DO QUEIJO MINAS
FRESCAL SUPLEMENTADO COM PROBIOTICOS

A alta prevaléncia de Candida em usuarios de proteses apresenta um
risco potencial de manifestarem a estomatite sob protese ou candidose bucal, o
que torna-se interessante o desenvolvimento de métodos preventivos que
reduzam os niveis de colonizacdo desse micro-organismo da cavidade bucal,
principalmente, associando-se a utilizacdo de métodos alternativos que néo
causem efeitos adversos nesses pacientes.

Neste estudo, 0s micro-organismos probioticos L. acidophilus NCFM e L.
rhamnosus Lr-32 foram suplementados em queijo minas frescal com o objetivo
de se observar a reducao da prevaléncia de Candida bucal em usuérios de
proteses totais que nao apresentavam sintomatologia de candidose ou
estomatite sob protese. Foi observado que a ingestdo diaria de 20 g de queijo
suplementada com probidticos por 8 semanas foi capaz de reduzir a
quantidade de Candida isolada de amostras bucais em niveis significativos,
quando comparada aquela em que O (grupo ingeriu O queijo sem
suplementacao probidtica (p< 0,05) (Figura 5.7).

Sabe-se que 0s possiveis beneficios que os probidticos proporcionam
sdo cepa-especificas, isto é, os efeitos benéficos de uma bactéria estédo
associados a cada cepa probidtica avaliada (177). Desta forma, os resultados
deste trabalho tornam-se mais interessantes, pois permitiu conhecer quais
cepas probidticas foram capazes de reduzir o micro-organismo Candida.
Hatakka et al. (118) utilizaram queijo Emmental contendo uma mistura de
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cepas probioticas (Lactococcus lactis; L. helveticus; L. rhamnosus GG; L.
rhamnosus LC705, e Propionibacterium freudereichii ssp sermanii JS) e
observaram que a intervencdo com probidticos reduziu o risco de alta
contagem de Candida em torno de 75%, e os autores concluiram que o0s
probioticos podem ser eficientes no controle de Candida bucal em idosos,
porém, ndo se sabe qual deles foi eficiente nessa reducdo. Assim como em
estudo conduzido por Ishikawa (156) que utilizou um bioproduto contendo uma
mistura de cepas probidticas, no caso, L. rhamnosus HS111 e L. acidophilus
HS101.

Apesar de ter sido observada a reducdo nos grupos experimentais
quando comparada com o grupo controle, 0 mesmo nao ocorre quando
comparado a quantidade de reducdo de Candida sp. entre 0s grupos
experimentais (p > 0,05). Matsubara et al. (154) realizaram um estudo com
camundongos DBA/2 imunossuprimidos e infectados oralmente por C. albicans,
e o estudo demonstrou que os probidticos (L. acidophilus NCFM e L.
rhamnosus Lr-32) foram capazes de reduzir significantemente a colonizacdo de
C. albicans na mucosa oral, sendo que o tratamento com L. rhamnosus Lr-32
mostrou ser mais eficaz que o tratamento com a nistatina. Assim como em
estudo in vitro realizado por Ishikawa (156) que utilizando os probiéticos L.
acidophilus NCFM; L. rhamnosus Lr-32, L. acidophilus HS101 e L. rhamnosus
HNOO1 (Howaru) para inibir o crescimento de Candida observou que a cepa L.
rhamnosus Lr-32 apresentou maior probabilidade de inibir completamente o

micro-organismo Candida quando comparada as outras cepas testadas.

6.3 PREVALENCIA DE CANDIDA SP. EM USUARIOS DE PROTESES
TOTAIS

Diferentes espécies de Candida s@o encontradas na microbiota de
individuos saudaveis sem causar candidose bucal. Muitos fatores podem levar
a um aumento no numero desses micro-organismos, faciltando a sua

colonizacgéo e permitindo tornar-se patogénico.
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Das 135 pessoas triadas, 51,1% apresentaram resultado positivo para a
presenca de Candida sp. Resultado semelhante foi encontrado por Gumri et
al. (178) que avaliaram a distribuicdo de diferentes espécies de Candida em
pacientes com e sem sinais e sintomas de estomatite sob prétese, verificando
que 52% dos individuos sem estomatite sob protese apresentaram resultado
positivo para a presenca de Candida sp.

Dos 59 sujeitos da pesquisa, tanto antes do inicio do experimento
quanto apés o seu término, observou-se que a espécie mais prevalente foi de
C. albicans com 65,1% e 64,8%, respectivamente. Resultado semelhante foi
encontrado em estudo de Lyon et al. (41) que avaliaram a presenca de
Candida sp. em 90 usuarios de proéteses totais saudaveis, e encontraram uma
prevaléncia de 64,4% de C. albicans em seus isolados.

No total, a prevaléncia de espécies de Candida n&o-albicans isoladas
antes do inicio do experimento correspondeu a 34,9% dos isolados de Candida
sp., sendo que as espécies isoladas foram C. glabrata (15,9%); C. dubliniensis
(6,3%); C. tropicalis (4,8%). J& apGs as 8 semanas do experimento, o total de
Candida nao-albicans correspondeu a 35,2%, sendo as espécies isoladas: C.
glabrata (16,7%), C. tropicalis (13,0%) e C. dubliniensis (3,7%), resultados
estes, semelhantes aos de Cavaleiro et al. (179) que observaram que a
espécie mais frequente isolada de usuarios de proteses totais saudaveis foi de
C. albicans (66,0%), seguida de C. glabrata (9,0%) e C. tropicalis (4,5%).
Loster et al. (42), objetivando fazer uma analise micologica da cavidade bucal
de usuarios de proteses parciais, observou que dos pacientes que
apresentavam resultados positivo para a presenca de Candida, né&o
distinguindo de pacientes com e sem estomatite sob protese, a frequéncia de
C. glabrata isolada de amostras do palato foi a segunda maior (10.8%) seguida
de C. tropicalis (2.3%). Em estudo de Zomorodian et al. (53) os pacientes com
estomatite sob prétese também apresentaram maior prevaléncia de C. glabrata
dentre as espécies Candida ndo-albicans. A ocorréncia de uma maior
observacdo de C. glabrata em isolados de amostras da cavidade bucal de
pacientes, com e sem estomatite sob protese, sugere a necessidade de
maiores investigacdes a respeito da patogenicidade desta espécie.

A ocorréncia de mais de uma espécie de Candida isolada de amostras

bucais tém sido evidenciado em pacientes usuarios de proteses com estomatite
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sob protese (50, 53, 179, 180). No presente estudo, a presenca de mais de
uma espécie de Candida nas amostras bucais também péde ser observada,
pois o isolamento primério das mesmas foram feitas em meio CHROMagar
Candida® que permitiu diferenciar presuntivamente espécies C. albicans ou
dubliniensis de Candida n&o-albicans. Diferentes espécies de Candida
apresentam morfologia e coloracao diferentes entre si, lembrando que para a
identificagdo final sdo necesséarios outros testes. Antes do inicio do
experimento, no total, 6,8% das pessoas apresentaram colonizacdo mista por
duas espécies de Candida, sendo que foi observado 1 (5,3%) pessoa do grupo
experimental 1, 1 (5,0%) pessoa do grupo experimental 2, e 2 (10,0%) pessoas
do grupo controle. J& nas amostras coletadas apds 8 semanas do experimento
observou-se que, no total, 3,4% das pessoas apresentaram colonizacdo mista
por duas espécies de Candida, sendo observado uma pessoa (5,3%) do grupo
experimental 1, e uma pessoa (5,0 %) do grupo controle.

A cavidade bucal pode ser colonizada transitoriamente por outros
géneros de leveduras devido a exposicdo do individuo a diferentes fontes,
como por exemplo, alimentos e bebidas. Neste estudo, apds 8 semanas do
experimento, foi possivel isolar S. cerevisiae de 1 (5,6%) pessoa do grupo
experimental 1, resultado semelhante observado em estudo de Abeele et al.
(45); Zomorodian et al. (53), Loster et al. (42), e Cavaleiro et al. (179).

6.4 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS POR CANDIDA

O desenvolvimento de infec¢des é favorecido por uma combinagdo de
fatores ligados ao hospedeiro e ao micro-organismo, e ndo somente por um
fator de viruléncia isolado (181). Por este motivo, observa-se que em pacientes
usuarios de préteses sem candidose bucal ou estomatite sob-protese, seus
isolados de Candida sp. apresentam producdo de fosfolipase (96-98) e
proteinase (77, 96). Neste trabalho, as analise iniciais e finais nao
apresentaram diferenca com relacdo a quantidade de fosfolipase e proteinase
produzidas pelos isolados de Candida sp. das amostras bucais de acordo com

os grupos (Figuras 5.8 e 5.9, respectivamente).
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Pelo menos em um isolado de cada uma das espécies de Candida, foi
possivel observar a producdo de fosfolipase (Tabelas 5.6 e 5.13) e proteinase
(Tabela 5.8 e 5.15). Estes resultados estdo de acordo com estudos que
também puderam observar a producdo de fosfolipase por espécies Candida
nao-albicans (90, 182-185). Entretanto, alguns autores observam a producao
de fosfolipase somente por C. albicans (98, 178, 186). Essa diferenca
encontrada na literatura pode ser atribuida a variacdo da cepa de Candida
avaliada e a formulagdo do meio de cultura utilizado para o teste (90). A
divergéncia de resultados encontrados na literatura ndo ocorre com relacao a
producdo de proteinase por espécies de C. albicans e Candida nao-albicans
(97, 98, 182-184, 186).

Além disso, na literatura € possivel observar a avaliacdo da quantidade
de enzima (fosfolipase e proteinase) produzida, relacionando-a com a espécie
de Candida isolada, principalmente C. albicans (96-98, 178, 187). Entretanto,
ndo foi possivel fazer essa observacéo neste trabalho, pois as avaliagcdes séo
observadas de acordo com 0s grupos da pesquisa, isto €, grupo experimental 1
e 2, e grupo controle (Tabela 5.13 e 5.15). Desta forma, devido ao numero de
isolados de cada uma das espécies de Candida em cada um dos grupos ser

pequeno, este tipo de andlise ndo foi possivel de ser realizada.
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7 CONCLUSOES

Os probidticos L. acidophilus NCFM e L. rhamnosus Lr-32
suplementados em queijo minas frescal foram capazes de reduzir a
prevaléncia de Candida bucal, em pacientes usuarios de proteses totais,
apos ingestdo diaria dos queijos por 8 semanas consecutivas, quando
comparadas ao grupo controle.

Antes do inicio da pesquisa, a espécie de Candida mais prevalente foi C.
albicans, seguida de C. glabrata; C. dubliniensis; C. tropicalis, C. krusei,
C. famata, e C. kefyr. Apos 8 semanas do experimento, a espécie de
Candida mais prevalente continuou sendo a de C. albicans, seguida de

C. glabrata, C. tropicalis e C. dubliniensis.

De acordo com o0 queijo ingerido, 0S grupos experimentais nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante na reducéao de UFC

de Candida quando comparadas entre si.

Quantitativamente, ndo houve diferenca significativa na producdo das
exoenzimas, fosfolipase e proteinase, nos tempos inicial (t) e apés 8
semanas de ingestdo do queijo (t;), assim como entre as diferentes

espécies de Candida.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER DE APROVAGAO
FR 331277
Protocolo 55/10

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa
APROVOU o protocolo de pesquisa “Utilizacdo de probidticos
adicionados em queijo minas frescal para controle da prevaléncia de
candidiase oral — estudo duplo-cego randomizado”, de responsabilidade
da Pesquisadora Tatiana Yuriko Miyazima,sob orientagdo do(a) Prof. Dr.
Atlas Edson Moleros Nakamae.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados a
este Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao
término c6pia do trabalho em “cd”. Qualquer emenda do projeto original deve
ser apresentada a este CEP para apreciagdo, de forma clara e sucinta,
identificando a parte do a ser modificada e suas justificativas.

Sé&o Paulo, 29 de junho de 2011.

Profa. ﬁ@%ﬁ%ameﬂey

Coordenadora do CEP-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 - Cidade Universitéria "Armando de Salles Oliveira".
Sdo Paulo - SP - CEP 05508-900 —Tel. (0XX11) 3091-7960
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ANEXO B- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Odontologia

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do estudo: “Utilizagcao de probiéticos adicionados em queijo minas frescal para
controle da prevaléncia de Candida spp.- estudo duplo-cego randomizado”

Pesquisador (es) responsavel (is): Tatiana Yuriko Miyazima, Atlas Edson Moleros Nakamae
Instituigdo/Departamento: Faculdade de Odontologia da USP/ Departamento de Protese
Telefone para contato: (11) 3091-7888

Local da coleta de dados:

Prezado(a) Senhor(a):

e Vocé estd sendo convidado (a) a responder as perguntas deste questionario de forma
totalmente voluntaria.

¢ Antes de concordar em participar desta pesquisa e responder este questionario, € muito
importante que vocé entenda as informagdes e instrugdes deste documento.

e Os pesquisadores deverdo responder todas as suas dulvidas antes que vocé decida
participar.

¢ Vocé tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem nenhum
prejuizo no tratamento de prétese total.

e Voce ficara com uma cépia deste termo.

Objetivo do estudo: Em alguns pacientes que usam proteses totais, € comum encontrar na boca
um tipo de fungo conhecido como Candida. Existem bactérias boas para o organismo, chamadas
de probidticos, que nos defendem contra microrganismos causadores de doengas. Portanto, o
objetivo deste trabalho é avaliar se o consumo de queijo com probidticos, por pacientes que usam
proteses totais e que apresentam Candida na boca, consegue controlar e eliminar esse fungo.

Procedimentos: Primeiro, serd realizado um questiondrio, que devera ser respondido ao
pesquisador; em seguida, o(a) Sr(a) devera bochechar uma solugéo de agua destilada estéril (10
ml) por 60 segundos; caso seja comprovada a presenga do fungo na boca. O(A) Sr(a) recebera
uma porgdo do queijo minas frescal, sendo consumido diariamente durante 56 dias. Por ultimo,

novas coletas serdo feitas na 42 e 8 semana, da mesma maneira que a primeira coleta, apos
consumido o queijo.
Beneficios: Esta pesquisa trara maior conhecimento sobre a eficacia dos probiéticos no controle

da Candida, trazendo beneficios para sua saltde. Além disso, € conhecido que os probibticos

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 - Cidade Universitdria - CEP 05508-900 - Séo Paulo SP
Tel.: (11) 3091.7840 Fax: (11) 3091.7842
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UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

fortalecem o sistema imunolégico, regulam o intestino, controlam a diarréia, e previnem alguns
tipos de doencas.
Riscos: O queijo ndo devera ser consumido por pessoas alérgicas ou com intolerancia a lactose,
pois o queijo é feito de leite, e também por pessoas com a salde debilitada. A sua participacao
nesta pesquisa ndo representara quaisquer outros riscos, seja de ordem fisica ou psicolégica. Se
por um acaso, 0 produto causar qualquer desconforto, vocé devera suspender o consumo do
produto e comunicar imediatamente os pesquisadores.
Gastos: Tanto o queijo, como os procedimentos serfo feitos sem nenhum custo para vocé.
Assisténcia; E garantido assisténcia, caso ocorra algum problema causado pela pesquisa.
Sigilo: As informagdes fornecidas por vocé serdo confidenciais e de conhecimento apenas dos
pesquisadores responsaveis. Vocé nao serd identificade em nenhum momento, mesmo quando
os resultados desta pesquisa forem divulgados sob qualquer forma.
Depdsito/Armazenamento das amostras orais: As culturas das amostras das leveduras serdo
armazenadas em uma micoteca pertencente ao Departamento de Prétese da Faculdade de
Odontologia da USP.

Eu
manifesto a:

[ ] necessidade de novo consentimento a cada pesquisa.

D dispensa de novo consentimento a cada pesquisa.

Assinatura:

Pesquisadora: Tatiana Yuriko Miyazima

Data: / /201

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 — Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - Sao Paulo SP
Tel: (11) 3818.7840 Fax: (11) 3818.7842 Enderego Eletronico: mat-exp@fo.usp.br
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ANEXO C- Preparacao do agar MRS modificado para Lactobacillus acidophilus NCFM

COMPOSICAO

TrPtONa ..o 10,0 g
Extratodelevedura ..o 50¢9
TWEEN 80 i 109
Dipotassio hidrogenofosfato ....................coool. 269
Saddio acetato trinidrato ... 50¢g
Di-amo&nio hidrogeno citrato ..., 20g
Magnésio sulfato heptahidrato ........................ool . 0,2g
Manganés (ll) sulfato monohidrato .............................. 0,05¢
Agar bacterioldgiCo ............coeevuiiiiiieiie e 13,0 g
PREPARO

Suspender os ingredientes em 1000 mL de agua destilada. Ferver o
meio até
dissolugéo total. Distribuir em frascos e esterilizar em autoclave a 1210C por 15
minutos. Esfriar a 47,C+10C e adicionar 100 mL de solucdo de maltose a 20%

estéril.



ANEXO D- Ficha clinica

AMNEXD 1

FICHA DO PACIENTE
COMGO:
HOME:
CASA DE REPOUSD: TEL:
Génernz| JF [ M
Diata de nascmento: ! ! Mdade: anos
Etniz: [ Jlewcoderma | Imelanoderma [ |outro
Alimentagio: { lsopa [ Jsopabatida | Jarroz feijSe | Jcarne

{ jverdowra [ Jlegumes | Jfrutas | ffrutss batidas
Ha guanto tempo mora na cass de repouso? anos
Tem algumn problema de sadde? [ nda [ )sim

{ Jhipertens3o | |disbetes | joolesterol | |triglicérides | )doenca cardiaca | Jintoleringa alactose | Joutros

Medicamentos

Les3o na muoosa: | Mewcoplasia [ Jhiperplasia [ Julcersg3o | jlesio pipmentads

Tem ardéncia bucl? | Jnde [ |sim
Tem sensagio de bom sec? | Inde [ |sim
Qual protese wsa? (superiorfinferior ou superior) | Jiraxilar | Jumimzilar
0 srfz) lembra ha guanto tempo utiliza 3 protese? | Imde [ ]sim
ldade da protese: superion: anos
inferior: anos

COLETA DA AMOSTRA PARA AVALIACED LABORATORIAL
f i - IMicID Condicio higiene da PT jcom plac) [ Jn@o [ )sim
! J_ -4ASEMANAS  Condigio higiene da PT (com plas) { IS0 [ )sim

! /_ -BSEMANAS  Condig3o higiene da PT {com pla) { 3o [ )sim
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ANEXO E- Agar Fubéa (Corn-meal) com Tween 80

COMPOSICAO

Corn-meal agar guantidade especificada pelo fabricante
Tween 80 12 mi

Agua destlidade 1000 ml

PREPARO

Preparar o meio agar conforme especificado pelo fabricante e
acrescentar Tween 80. Homogeneizar. Autoclavar por 15 minutos a

121°C. Distribuir nas laminulas estéreis.
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ANEXO F- Meio para Fermentag¢éo de Carboidratos

COMPOSICAO

Extrato de levedura 2,79
Peptona 45¢
Agua destilada 600 ml
PREPARO

Dissolver o estrato de levedura e a peptona em agua destilada. Distribuir
4 ml do meio em tubos de ensaio contendo tubo Durhan na posicao
invertida. Autoclavar por 15 minutos a 121°C. Deixar resfriar e

acrescentar a cada tubo, 1,5 ml de solucéo de acucar. Homogeneizar.



