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RESUMO

A osteomielite cronica de maxila e mandibula € rara em paises industrializados e sua
ocorréncia, nos paises em desenvolvimento, esta associada a trauma e procedimentos
cirurgicos, sendo que sua etiologia ndo foi estudada profundamente. O objetivo desse
estudo foi avaliar a microbiota associada com a osteomielite de mandibula e maxila
em pacientes brasileiros. Apds exames clinicos e radiograficos, amostras de
seqiiestros 0sseos, secre¢do purulenta e biopsias de tecido granulomatoso de vinte e
dois pacientes com osteomielite cronica da mandibula e maxila foram cultivadas e
submetidas a detec¢do de um conjunto de patogenos através do método do PCR. O
isolamento bacteriano foi realizado em agar “fastidious anaerobe” suplementado
com hemina, menadiona e sangue de cavalo, para os microrganismos anaerobios, e
em agar de tripticaseina de soja suplementado com extrato de levedura e sangue de
cavalo, para os aerdbios e anaerobios facultativos. Cada paciente apresentava uma
Unica lesdo. As placas foram incubadas em anaerobiose e aerobiose, a 37°C, por 14 ¢
3 dias, respectivamente. Bactérias foram cultivadas de 10 amostras de pacientes e os
géneros Actinomyces, Fusobacterium, Parvimonas ¢ Staphylococcus foram os mais
freqiientes. Através do PCR, DNA bacteriano foi detectado em amostras de 20
pacientes. Os resultados sugerem que as osteomielites cronicas dos maxilares
geralmente sdo infecgdes anaerdbias mistas, reforcando o conceito de que estio
relacionadas principalmente aos microrganismos do ecossistema bucal e que as

infecgdes periapicais e periodontais podem atuar como fatores predisponentes.

Palavras-chave: osteomielite, bactérias, anaerdbios, maxila, mandibula.



ABSTRACT

Chronic osteomyelitis of the maxilla and mandible is rare in industrialized countries
and its occurrence in developing countries is associated with trauma and surgery, and
its microbial etiology has not been studied thoroughly. The aim of this investigation
was to evaluate the microbiota associated with osteomyelitis of the mandible and
maxilla from some Brazilian patients. After clinical and radiographic evaluation,
samples of bone sequestra, purulent secretion, and biopsies of granulomatous tissues
from twenty-two patients with chronic osteomyelitis of the mandible and maxilla
were cultivated and submitted for pathogen detection by using a PCR method. Each
patient harbored a single lesion. Bacterial isolation was performed on fastidious
anaerobe agar supplemented with hemin, menadione and horse blood for anaerobes;
and on tryptic soy agar supplemented with yeast extract and horse blood for
facultative bacteria and aerobes. Plates were incubated in anaerobiosis and
aerobiosis, at 37°C during 14 and 3 days, respectively. Bacteria were cultivated from
ten patient samples; and genera Actinomyces, Fusobacterium, Parvimonas, and
Staphylococcus were the most frequent. By PCR, bacterial DNA was detected from
thirteen patient samples. The results suggest that cases of chronic osteomyelitis of the
jaws are usually mixed anaerobic infections, reinforcing the concept that
osteomyelitis of the jaws are mainly related to microorganisms from the oral
environment, and periapical and periodontal infections may act as predisposing

factors.

Key-words: osteomyelitis, bacteria, anaerobes, maxilla, mandible.
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Introducgdo e Revisdo de Literatura

As osteomielites do esqueleto maxilofacial, em particular da
mandibula e maxila sfo raras em paises desenvolvidos (Yeoh et al., 2005), mas sua
ocorréncia em paises em desenvolvimento ¢ mais freqiiente e de origem incerta,
embora as condi¢des precarias de higiene oral da populacdo geral possam influir
nesse fendmeno. Essas infec¢des, em certos pacientes, podem provocar fraturas
Osseas e se mostrar refratdria ao tratamento cirurgico e antimicrobiano, complicando
sobremaneira o tratamento (Van Merkesteyn et al., 1997).

As osteomielites sdo tradicionalmente divididas em osteomielites
de origem hematogénica e adjacentes a processos infecciosos, sendo que,
independentemente da associagdo ou nfo com outras patologias infecciosas ja
existentes, a forma cronica ¢ a mais freqiiente nos maxilares (Mader et al., 1999).

Essas infecgdes podem ficar restritas a um Unico sitio ou se
disseminarem para outras areas da medula ossea, tecido 6sseo e mesmo tecidos
moles adjacentes (Lew & Waldvogel, 2004), podendo produzir quadros infecciosos
sistémicos, particularmente em pacientes cuja resposta tecidual e imunoldgica se
mostrem alteradas, como diabéticos ndo controlados, pacientes hospitalizados e/ou
imunocomprometidos (Brady et al., 2006).

O tratamento dessas infec¢des freqlientemente envolve a
remog¢do dos sequestros dsseos e, por vezes, decorticacdo associada a terapia
antimicrobiana sistémica (Van Merkesteyn et al., 1997), sendo que a escolha da
droga antimicrobiana, além dos aspectos de farmacocinética e farmacodindmica,
deve levar em consideragdo a composicdo da microbiota associada a essas

condi¢des clinicas. Entretanto, os aspectos microbiologicos das infec¢des de
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cabega e pescoco, a despeito de um padrido geral, apresentam peculiaridades
regionais ou nacionais, o que limita as extrapola¢des para o estabelecimento de
protocolos  terapéuticos adequados, principalmente em paises em
desenvolvimento, onde o fendmeno da automedicagdo ¢ relevante (Avila-Campos
et al., 2006), o que pode modificar a microbiota envolvida originalmente nesses

Processos.

Em teoria, a redug@o do suprimento sanguineo junto ao tecido
0sseo, como ocorre em lesdes traumaticas, pacientes irradiados, na presenga de
tecido necrotico ou material exdgeno, pode criar condigdes favoraveis aos
microrganismos anaerdbios obrigatdrios e facultativos bucais, particularmente
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, P. nigrescens, Fusobacterium
nucleatum, Parvimonas micra e Treponema denticola, cujo principal habitat ¢ o
sulco gengival e sdo frequentemente envolvidos nas infecgdes odontogénicas.
Nessas condigdes, esses microrganismos poderiam proliferar e participar do

desenvolvimento das osteomielites nos maxilares.

Desde que o diagndstico microbiologico passa a ser
fundamental para complementar o diagndstico clinico e ¢é relevante no
estabelecimento e acompanhamento do tratamento medicamentoso, tornam-se
bastante problematicas as limitacdes dos métodos convencionais de cultura para
detec¢do de microrganismos de crescimento mais exigente, o que pode levar de
varios dias a semanas, o que diminui significativamente a possibilidade de influir
no tratamento medicamentoso. Nesse sentido, os métodos de diagndstico

molecular se converteram em uma importante ferramenta na identificagdo das
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espécies microbianas bucais, principalmente os mais exigentes (Avila-Campos et

al., 2002; Jervoe-Storm et al., 2007).

As osteomielites cronicas secundarias de mandibulas, embora
sejam comumente associadas com traumatismos, procedimentos cirurgicos e
infec¢des prévias como infecgdes endodonticas periapicais, a incidéncia com
relagdo a esses detalhes, clinica e etiologicamente ainda nio foi estudado, o que ¢
notavel, visto que representam aproximadamente 80-90% das osteomielites dos
maxilares em pacientes oriundos de paises em desenvolvimento (Prasad et al.,
2007). Entre os ossos de crinio, a osteomielite cronica é observada mais
frequentemente na mandibula e, mais raramente, na maxila, quase sempre limitada
a um sitio anatomico (Baltensperger et al.,, 2004; Lew & Waldvogel, 2004),
embora possa se disseminar para outras areas, especialmente em pacientes

diabéticos, imunossuprimidos, e hospitalizados entre outros (Brady et al., 2006).

A disseminagdo de microrganismos comensais hematégenos ou
exogenos pode estar associada a patogé€nese dessas doengas, mas geralmente a
principal fonte de microrganismos envolvida na osteomielite dos maxilares reside
no biofilme dental e infec¢des orais, particularmente infec¢des endodonticas
(Brady et al. 2006), peri-implantites, periodontites e gengivites (O'Sullivan et al.,

2006; Coviello & Stevens, 2007).

Aspectos Clinicos e Radiograficos

Embora a idade ndo tenha um papel principal na incidéncia de

osteomielite maxilar, ¢ mais frequente em adolescentes e adultos entre 40 ¢ 60
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anos (Baltensperger et al., 2004). A osteomielite maxilar cronica pode ser
classificada em dois grupos principais: osteomielite cronica primaria onde a
doenga sempre apresenta sintomas cronicos, e osteomielite cronica secundaria,
que representa a evolucdo de uma osteomielite aguda prévia ou a disseminagio
local de infec¢des odontogénicas cronicas. Osteomielites cronicas primarias tém
um comego clinico insidioso e manifestagdes radiograficas podem levar semanas
para ficarem evidentes (Kim & Jang, 2001), considerando-se que a osteomielite
aguda geralmente leva em média quatro semanas para se tornar uma infec¢do

cronica (Lew & Waldvogel, 2004).

Nos ultimos quinze anos, foram vistos quarenta e cinco
pacientes com osteomielite cronica secundaria mandibular em uma escola de
Odontologia, observando-se dor na regido do osso afetado em 68.9% dos casos,
edema (37,4%), secrecdo purulenta (31,1%), lesdes osteoliticas (82,2%),
condensacdo dssea (91,1%), e sequestro 6sseo (64,4%) como ocorréncias clinicas
e radiograficas mais comuns. Embora ndo frequente, fistula intraoral foi
observada em 8,9% dos pacientes com osteomielite, e fistula extraoral em 4.4%,
eritema (4,4%), espessamento periosteal e irregularidades oOsseas (8,9%),
particularmente em pacientes jovens, como também referido na literatura (Kim &
Jang, 2001; Baltensperger et al., 2004). Em 26,7%, a osteomielite foi associada a
um procedimento iatrogénico, geralmente depois de fratura de mandibula ou

tratamento endodontico.

As caracteristicas radiograficas de osteolise observadas na
osteomielite cronica da maxila e mandibula s3o mais evidentes em pacientes mais

jovens; enquanto que a condensacdo de osso ¢ mais frequente em adultos,
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particularmente em lesdes mandibulares. Porém, essas caracteristicas sfo
modificadas frequentemente através de automedicagdo com drogas anti-
inflamatdrias e antimicrobianas. Além disso, os sinais clinicos e radiograficos
podem variar de acordo com o fator predisponente, como infecg¢des
odontogénicas, fratura dssea e dental, presenca de neoplasia, uso de bifosfonados,
lupus sistémico, mieloma multiplo e radioterapia para cancer de cabeca e pescogo

(Prasad et al., 2007; Rush et al., 2007; Brook, 2008b).

Aspectos Microbiolégicos

As caracteristicas da microbiota associada a osteomielites
maxilares dependem da origem do processo infeccioso, origem de hematogenos,
ou extensdes diretas de processos infecciosos orais. No primeiro caso, € notoria a
relevancia de microrganismos tolerantes, como linhagem de microrganismos
entéricos e estafilococos, enquanto que na segunda condi¢do a microbiota da
osteomielite dependera da microbiota do processo infeccioso prévio e onde
ocorreu (Brook, 2008b). A frequéncia da osteomielite hematogénica na mandibula
¢ desconhecida, embora bacteremia associada a trauma e procedimentos dentais

como escovagﬁo sejam comuns.

Na maxila e mandibula, os casos de osteomielite cronica
polimicrobiana e as fontes principais dos microrganismos infectantes sdo
odontogénicos, produzindo uma média de 2,4 a 3,9 espécies de anaerdbicos
restritos ¢ 0,4 a 1,3 aerdbio ou espécies de anaerobicos facultativos por lesdo

(Brook, 1986). Os microrganismos orais mais comumente descobertos em
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osteomielites sfo representados através de linhagens de anaerdbicos Gram-
negativos, a maioria delas consideradas patogenos periodontais, € cocos

anaerdbicos facultativos do género Staphylococcus e Enterococcus.

O papel dos estreptococos orais em osteomielites cronicas
mandibulares ndo ¢ essencial (Zuluaga et al., 2006; Brook, 2008b), mas esses
microrganismos provém condi¢des ambientais satisfatorias provavelmente para o
estabelecimento de anaerobicos restritos no osso (Baltensperger et al., 2004). Em
pacientes com uma histdria de trauma dental ou fratura mandibular, como também
abuso de drogas antimicrobianas, a presenca de estafilococos e linhagens de
enterococos, particularmente fecais, deve ser considerada (Scolozzi et al., 2005;

Zuluaga et al., 2006; Brook, 2008b).

Alguns casos de osteomielite cronica das mandibulas sdo
tolerantes ao tratamento de antimicrobianos e frequentemente sdo descobertos
actinomicetes nessas situagdes. O género Actinomyces esta composto atraveés de
linhagens de aerobicos Gram-positivos, as vezes resistentes a drogas
antimicrobianas (Brook, 2008b), e A. israelii é a espécie mais pertinente,
particularmente para as infecgdes de cabeca e pescogo (Sharkawy, 2007).
Algumas evidéncias sugestionam a participagdo de Actinomyces spp. €
Propionibacterium acnes na etiologia da osteomielite esclerosante difusa da
mandibula (Baltensperger et al., 2004).

7

A presenga de odor fétido é geralmente associada com
anaerdbicos restritos do género Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella e

Parvimonas, que podem invadir os tecidos ativamente pela producdo de proteases
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e exopeptidases, podendo sobreviver e proliferar dentro de lesdes osteoliticas com

pobre provisdo de sangue (Brook, 2008a).

Coleta de material para analise bacteriologica

Para se determinar o agente microbiano etioldégico da
osteomielite mandibular e a suscetibilidade aos agentes antimicrobianos, o
primeiro passo ¢ a coleta de amostra. A coloragdo de Gram pode colaborar para
determinar o morfotipo bacteriano presente na lesdo 0ssea e pode guiar a sele¢do

de terapia antimicrobiana.

Embora procedimentos convencionais como cultura mostrem
menor sensibilidade quando comparados a métodos moleculares como PCR, a
cultura permite a determinacdo de padrdes de suscetibilidade microbiana. Para o
diagnostico de osteomielite microbiana cronica, s6 bidpsia de osso, sequestro
osseo, medula oOssea, tecido de granulacio e amostras de pus aspirado sdo
aceitaveis para identificagdo microbiana. Para se evitar contaminacdo secundaria
de microrganismos orais, os espécimes clinicos devem ser coletados através de
procedimentos cirirgicos, evitando-se contato com os tecidos orais, ambiente oral
e areas de seios paranasais (Prasad et al., 2007). Quando o osso for removido por

bidpsias, deve-se preferir areas da margem da lesdo osteolitica.

Para o isolamento de organismos anaerdbicos, alguns meios de
transporte pré-redutores dos espécimes, como o VMGA III ou RTF devem ser
empregados. Aspira¢do de conteudos sépticos amolecidos de lesdo dssea com

seringas ¢ adequada, evitando-se contato danoso da amostra com oxigénio. A
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inobservancia desses detalhes, como também condi¢des inadequadas de controlar
o cultivo, determina a alta frequéncia de osteomielite mandibular aparentemente
estéril. Porém, até mesmo em condi¢des ideais, a frequéncia de culturas positivas
pode ser muito modesta (Baltensperger et al., 2004), principalmente no caso de
pacientes que utilizam automedicag@o por muito tempo em dose ineficaz ou com

prescricdo impropria

Somando-se a isto, quando a descoberta molecular de
patogenos for possivel ou desejavel, a preocupag¢do mais importante ¢ onde
adquirir os espécimes na lesdo de osso, evitando-se contato com ambiente oral,
considerando-se que tanto PCR como PCR em tempo real tém alta sensibilidade a
resultados falso-positivos, que podem ocorrer depois de contaminagio acidental

da amostra.

Tratamento

O tratamento dessas infecgdes depende de sequestrectomia,
debridamento cirtrgico da ferida, e remocdo da cortical dssea, associado ao uso
sistémico de antimicrobianos (Lew & Waldvogel 2004; Coviello & Stevens,
2007; Brook, 2008b). Porém, quando o clinico ndo pode proceder o tratamento
cirargico local ou devido a microbiota associada ao processo infeccioso (Brook,
2008b), ou peculiaridades de estruturas anatomicas, ou ainda quando a droga
antimicrobiana prescrita inicialmente nio ¢ eficiente, ¢ necessario se refazer o
diagnostico microbioldgico para se determinar qual droga deverd ser usada (Kim

& Jang 2001; Coviello & Stevens, 2007), além disso, a maioria dos
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microrganismos envolvidos na patogénese da osteomielite maxilomandibular ¢
anaerobica, muitos deles resistentes e de dificil cultivo (Kim & Jang, 2001;

Coviello & Stevens, 2007; Brook, 2008b).

A ocorréncia, tipo, severidade e prognéstico da osteomielite
cronica das mandibulas dependem de muitos fatores, incluindo a composi¢do e
viruléncia da microbiota, resposta imunoldgica do hospedeiro, extensio e
severidade da infec¢do, como também a fonte da infecg¢do (Brady et al., 2006). As
analises da literatura como também a experiéncia no isolamento e caracterizacdo
de microrganismos orais, sugerem que as osteomielites cronicas das mandibulas
devem ser tratadas como uma infec¢do anaerdbica mista na maioria das vezes,
mas, ao enfrentar um uso prévio de drogas antimicrobianas, procedimentos
cirargicos ou trauma estendido, a possibilidade da participagdo de microrganismos

da pele, ambiente externo ou area digestiva deve ser levada em conta.

Em geral, osteomielites recebem tratamento sintomatico além
da imobiliza¢do da maxila em casos de fraturas, tratamento antimicrobiano
intravenoso ou oral durante 4 a 8 semanas, com uma média de duracdo de 31 dias
(Brook, 2008b), além da remogdo cirurgica do tecido necrotico e a drenagem do
conteudo séptico, a osteomielite cronica primaria ¢ muito mais refrataria a

tratamentos cirurgicos e antimicrobianos que a osteomielite cronica secundaria.

7

Osteomicelite ¢ uma doenga cirrgica, portanto, um completo
debridamento cirdrgico é mais importante que um regime antibiotico para um bom
resultado. Nesses casos, dados sobre uso prévio de agentes antimicrobianos ¢

pertinente, considerando-se que essas drogas podem afetar a suscetibilidade dos
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microrganismos nas infecgdes de cabega e pescogo, especialmente osteomielites,

onde o tratamento dura semanas (Coviello & Stevens., 2007; Brook., 2008b).

Quando o paciente ndo tem uma histéria de uso prévio de B-
lactdmicos, amoxicilina ou cefalexina é prescrito durante 3-4 semanas (500 mg
via oral, trés vezes ao dia). Outro B-lactdmico, como outra cefalosporina e
carbapenema, também sdo boas opgodes terapéuticas (Mandracchia et al., 2004),
embora o numero de isolados do género Fusobacterium, Porphyromonas e
Prevotella f3-lactamases esteja aumentando significativamente (Handal et al.,
2004; Al-Haroni et al., 2008), além do estafilococo, resistente a quase todas as

drogas disponiveis (Brook, 2008b).

Porém, para pacientes com historia de wuso prévio de
amoxicilina e/ou B-lactdmicos, clindamicina € a escolha (600 mg via oral, duas
vezes ao dia, durante 30 a 60 dias). Em casos refratarios devido a presenca de
linhagem entérica Gram-negativa e anaerobicos, terapia de oxigenagfo hiperbarica
adicional (HBO) associada com tratamento intravenoso inicial com ciprofloxacina
(100 mg duas vezes ao dia) e clindamicina (600 mg duas vezes ao dia) durante
uma semana, seguindo-se antibioticoterapia oral com estas drogas durante quatro
semanas ¢ o procedimento padrdo (Scolozzi et al., 2005). Devem ser avaliados
resultados de tratamento a intervalos de 6 meses pelo periodo de pelo menos 18-

meses.

Clindamicina é frequentemente utilizada no tratamento de
infec¢cdes anaerdbicas associadas com microrganismos orais, evidenciando
excelente eficacia nas infecgdes Osseas e biodisponibilidade oral (Lew &

Waldvogel, 2004; Le Moal et al., 2005) e é um antibiotico apropriado para a



33

maioria das bactérias Gram-positivas, inclusive Staphylococcus aureus (Gutierrez,
2005). Se Staphylococcus aureus sdo metilcilina-resistentes (taxas locais de
MRSA s3o 5%-10%), tratamento intravenoso com vancomicina ou clindamicina ¢é

indicado (Gutierrez, 2005).

Os microrganismos anaerdbicos Gram-negativos resistentes a
B-lactamicos tradicionais sdo sensiveis a associagdo dessas drogas e inibidores de
B-lactamases, como o acido clavulanico, sulfactam ou tazobactam, € metronidazol,
por exemplo. Porém, metronidazol ndo ¢ recomendado como monoterapia
antimicrobiana, considerando-se que a maioria dos anaerobicos Gram-positivos ¢
tolerante, e quase todos anaerobicos facultativos sdo naturalmente resistentes a
esta droga. (Gaetti-Jardim et al., 2007). Portanto, deve-se reservar metronidazol
para ser usado em associacdo com outras drogas, particularmente B-lactamicos,

especialmente para os casos mais agudos.
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Proposigdo

O presente estudo objetivou avaliar, através de cultura e PCR, a
microbiota associada as osteomielites cronicas de maxila e mandibula, em uma

populagdo de baixa renda com histdrico de condigdes de satde bucal precarias.
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Material e Métodos

Populacio estudada e obtenciao de amostras

Foram envolvidos neste estudo 22 pacientes, compreendendo 14
homens e 08 mulheres, com idade entre 13 ¢ 67 anos (idade média de 51,43 anos).
Todos os pacientes deram consentimento por escrito para o recrutamento para o
estudo, que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba, Unesp — Univ. Estadual Paulista (Processo FOA
2009/01040). Como critério de inclusdo, os pacientes deveriam apresentar sinais
clinicos e/ou radiograficos de osteomielite cronica supurativa. O uso, através de
automedica¢do, de antimicrobianos sistémicos previamente ao estudo constituiu
critério de exclusdo, bem como a existéncia de doencas sist€émicas que
inviabilizassem a coleta dos espécimes clinicos.

Inicialmente se procedeu a anamnese, em formularios
padronizados, constando a identificagdo do paciente, idade, aspectos étnico-raciais,
historia da doenga atual, histéria médica e familiar, seguido do exame clinico-
radiografico da lesdo ossea e dos tecidos periodontais e elementos dentais. Apds a
avaliacdo clinico-radiografica da lesdo, foi realizada a coleta de material pela
aspiragdo do contetido da cavidade dssea. Nos casos em que a cavidade ndo possuia
quantidade significativa de contetido liquido, fluido ou pastoso, 1ml de solugdo
salina pré-reduzida foi empregado para banhar a lesdo e era imediatamente aspirado.

Sequestros 0sseos ou bidpsias incisionais também foram coletados.

O conteudo aspirado das lesdes Osseas foi imediatamente

transferido para meio de transporte VMGA 111 (Moller, 1966), para reduzir o contato
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das amostras a serem submetidas ao cultivo microbiologico com o oxigénio
atmosférico, e para criotubos contendo 300 pul de agua ultrapura Milli Q, que seriam
armazenados a 196°C negativos, para a extragdo do DNA bacteriano. Apos a coleta

dos espécimes clinicos, os pacientes foram submetidos ao tratamento inicial.

Foram realizadas biopsias tanto de tecido 6sseo aparentemente
integro, quanto de seqiiestro osseo e de tecido granulomatoso. Os tecidos biopsiados
foram fixados em formalina PBS 4%, descalcificados (no caso de tecido 6sseo) e
processados de acordo com os procedimentos de rotina do laboratorio. O material
biopsiado foi embebido em parafina e submetido a cortes semi-seriados de 6 um de
espessura. De cada bloco de parafina, 3 a 5 cortes foram realizados, corados com
hematoxilina-eosina ¢ examinados a microscopia de luz (Leica Microsystems,
Bensheim, Germany). De maneira geral, os antimicrobianos foram prescritos por 30
a 90 dias.

Os espécimes clinicos foram processados no laboratério de
Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia Campus de Aracatuba,
Unesp — Univ. Estadual Paulista. Os espécimes em VMGA III foram submetidos a
diluicdo em caldo VMG I e, de diluigdes pré-estabelecidas, aliquotas de 0,1 mL eram
inoculadas em agar “Fastidious Anaerbobe” enriquecido com hemina (1 pg/ml),
menadiona (5 pg/ml), extrato de levedura (0,5%) e sangue de cavalo desfibrinado
(5%), incubados em anaerobiose (85% N, + 10% H, + 5% CO,), a 37°C, por 7 a2l
dias, para isolamento de anaerébios de cultivo exigente.

Espécimes clinicos foram também incubados em dagar de

tripticaseina de soja suplementado com extrato de levedura (0,5%) e incubados em
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aerobiose a 37°C, por 24-48 h, para isolamento de aerdbicos e microrganismos
facultativos.

Apds o isolamento, culturas puras foram obtidas e os isolados
foram submetidos a analise morfocelular e morfocolonial, teste respiratério e prova
da catalase. A seguir, foi realizada identificagdo dos isolados quanto ao nivel de
genes e, sempre que possivel, quanto ao nivel de espécies, utilizando-se “kits”
comercial (BioMerieux SA, Marcy-I'Etoile, France) e fermentagdo de carboidrato

(GOMES et al., 2004).

Detecciao dos patégenos por PCR

A extragdo de DNA de cada amostra coletada em agua ultrapura
Milli-Q foi realizada utilizando-se QIAamp DNA Mini Kit e QIAamp Tissue kit
(QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo-se as instrugdes do fabricante. As
concentracdes de DNA bacteriano foram determinadas por espectrofotometro
(Beckman, Model DU-640, USA), a A260 nm-

A presenca de Actinomyces israelii, A. naeslundii, A. viscosus,
Campylobacter  rectus,  Dialister = pneumosintes,  Eikenella  corrodens,
Enterobacteriaceae, E. faecalis, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus
micros, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Propionibacterium acnes,
Staphylococcus spp., Streptococcus mutans, S. oralis, S. sanguinis, S. salivarius, S.
sobrinus, Tannerella forsythia e Treponema denticola foram também detectadas pelo
PCR, utilizando-se pares de iniciadores especificos.

Amplificacdo do DNA foi realizada em volumes de 25 pl

contendo 1X PCR/Mg"" tampio (Boehring Mannheim, Indianapolis, IN, USA), 0,2
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mM em cada ANTP (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA), 0,5 U Tag DNA
polimerase (Boehringer Mannheim), 0,4 uM de cada par de iniciadores and 10 ng de
DNA. As reagdes foram realizadas em termociclador (Amplitherm GeneAmp PCR
System, Norwalk, CT, USA) programado para 94°C (5 min), seguido por 36 ciclos a
94°C por 30 segundos; temperatura de anelamento adequada temperatura para cada
par de iniciadores, por 30 segundos a 1 minuto; 72°C por 30 segundos a 1 minuto,
seguidos por um ciclo final a 72°C, por 5 minutos, para permitir a completa extensdo
do DNA.

Um controle negativo sem padrio de DNA foi incluido em cada
PCR. Os produtos amplificados foram comparados por eletroforese em 1% agarose
gel em tampdo 1X TBE (1 M Tris, 0.9 M acido borico, 0,01 M EDTA, pH 8.4)
tampdo (Gibco BRL, Life Technologies, Ltd., Bethesda, MD, USA), corados com
ethidium bromide (0,5 mg/ml), e fotografados com um transiluminador UV (Kodak

Digital Science System 120).
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Resultado

Os resultados do presente estudo evidenciaram a presenca de
contetido séptico em 20 (90,9%) dos casos de osteomielite cronica em maxila e
mandibula. A maioria dos espécimes clinicos revelou a presen¢a de no minimo trés
diferentes espécies microbianas (63,6%), das quais dois pacientes apresentavam
infec¢do monomicrobiana relacionada com Streptococcus oralis € um caso associado
a Staphylococcus spp. Infeccdes monomicrobianas relacionadas aos anaerobios
obrigatérios ndo foram detectadas e estes estiveram presentes em associacdo com
cocos e bastonetes anaerdbios facultativos.

Os 20 casos com cultura bacteriana positiva ou detec¢do positiva
de microrganismos pelo PCR mostrou a presenca de microbiota bacteriana
anaerobica mista. Os géneros mais freqlientemente detectados e cultivados foram
Streptococcus, Actinomyces, Parvimonas, Campylobacter, Eikenella, Fusobacterium,
e Porphyromonas. Outros microrganismos, transitorios da cavidade oral, como
Propionibacterium acnes, enterobactérias e Staphylococcus spp. também puderam
ser observados.

A detecgdo dos principais patogenos oportunistas por PCR
evidenciou a presenca de microrganismos anaerobios de cultivo mais exigente, como
Tannerella forsythia e Treponema denticola, evidenciando uma microbiota

complexa.
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Discussao

Diferentes condi¢des clinicas podem levar ao desenvolvimento de
infecgdes que atingem a medula 0ssea da mandibula e maxila. Sua origem esta
associada as bacteremias e dissemina¢do hematogénica, bem como disseminagio a
partir de infec¢des locais, como mais comumente ocorre na regido dos maxilares
(Rush et al., 2007). Contudo, a microbiota normalmente associada as bacteremias
transitérias em odontologia, reflete a propria microbiota bucal, dificultando a
determinacdo das condi¢des que podem ter originado a osteomielite.

Embora a mandibula seja o osso mais frequentemente afetado pela
osteomielite cronica, os fatores associados com este fendmeno permanecem
obscuros, bem como a ocorréncia desse tipo de osteomielite em outras espécies
animais como cachorros, gatos e mamiferos marinhos. E provavel que isto ocorra
pelo fato da estrutura 6ssea mandibular ser menos plastica que o osso da makxila,
podendo permitir persisténcia microbiana, como também aumento da vulnerabilidade
a trauma (Sharkawy, 2007) e incidéncia mais alta de fatores predisponentes como
pericoronarites (Betts et al., 1996). Outras peculiaridades do osso mandibular
incluem exuberante formagdo dssea reativa periférica, enquanto esta caracteristica é

rara na maxila (Betts et al., 1996).

A microbiota de casos de osteomielite cronica de mandibula e
maxila em paises em desenvolvimento permanece sem o devido esclarecimento
devido a caréncia de centros em capacitados para o isolamento e/ou deteccio
molecular de microrganismos de cultivo mais exigente, como membros dos géneros
Porphyromonas, Prevotella, Treponema e Dialister, entre outros. As implica¢des

dessa falha sdo graves e podem trazer conseqii€ncias sérias para o paciente, desde
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que os procedimentos de cultura e antibiograma deixam de acrescentar informagdes
que seriam valiosas como auxiliares do tratamento, particularmente quando se
observa que alguns desses microrganismos sdo reconhecidos por sua resisténcia aos
antimicrobianos, particularmente aos B-lactdmicos, muito empregados no tratamento
das infecgdes de cabeca e pescoco.

Assim, desde que a microbiota freqlientemente isolada da corrente
sanguinea apresenta notaveis semelhangas com aquela apresentada na tabela 2 (Takai
et al., 2005) ou com a microbiota associada as infec¢des endodonticas e periapicais
(Gomes et al., 2004; ou periodontais (Yamaura et al., 2005; Jervoe-Storm et al.,
2007), torna-se dificil a determinagfo da origem do processo, a despeito do histdrico
de trama cirurgico e a presenca de infecgdes orofaciais proximas. Entretanto, direta
ou indiretamente, a cavidade bucal ¢ fonte da grande maioria dos microrganismos
que colonizaram as lesdes 6sseas, independentemente da via de acesso aos tecidos do

hospedeiro.

Segundo Fenollar et al. (2006), os procedimentos convencionais
de cultura ou apenas a realizagdo do esfregaco para avaliagdo da contaminagio
microbiana nas infecgdes envolvendo tecido oOsseo ndo oferecem subsidios
adequados ao clinico, sendo que o empirismo durante o planejamento e
implementacdo do tratamento, sdo procedimentos que levam a um progndstico pobre.
Assim, a associa¢do de métodos moleculares, como o PCR, pode oferecer, ao clinico,
informag¢des sobre a complexidade da microbiota envolvida nessas infec¢des e, ao
contrario do cultivo de microrganismos anaerdbios, que pode levar semanas, fornece

dados relevantes em poucas horas.
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A microbiota isolada através de cultura ou detectada através dos
métodos moleculares apresenta caracteristicas que muito se assemelham a microbiota
periodontal, com a adi¢do de espécies exdgenas a cavidade bucal, como a ocorréncia
de microrganismos dos géneros Staphylococcus e Enterococcus, que embora possam
ser detectados na cavidade bucal humana, nido sdo considerados como membros da
microbiota bucal normal. Esses microrganismos podem ganhar a corrente circulatoria
e se alojar em oOrgdos e tecidos distantes, sendo causa freqiiente de endocardite
séptica (Breitkopf et al., 2005).

A presenga de diferentes espécies anaerdbias bucais em infecgdes
mistas sugere que as associagdes ecologicas sdo relevantes no desenvolvimento das
osteomielites dos maxilares, como também observado no presente estudo. Esses
anaerébios também dependem de condi¢des locais ou sistémicas favoraveis, desde
que possuem viruléncia moderada e raramente se implantam profundamente nos
tecidos.

Dentre os microrganismos cultivados, destacam-se os membros
dos géneros Streptococcus e Actinomyces, sendo que devido sua ampla distribui¢do
na cavidade bucal, como parte da microbiota normal do biofilme subgengival e
supragengival, da lingua e mucosas lisas, ¢ problematica a avaliagdo desempenhada
pelos mesmos no desenvolvimento da osteomielite cronica. Contudo, para os
estreptococos bucais, as evidéncias tém sugerido que esses microrganismos
anaerdbios facultativos poderiam criar condi¢des para a implantagdo e multiplicagdo
de microrganismos mais exigentes, como 0s anaerdbios obrigatorios, mas ndo se

pode esquecer que condi¢des bacterémicas em que esses cocos estdo presentes
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representam sério fator predisponente para o desenvolvimento da endocardite
séptica.

O papel desempenhado pelos diferentes microrganismos
detectados através de cultura e PCR precisa ser melhor avaliado, desde que os
mesmos parecem formar comunidades e sdo capazes de induzir reabsor¢o e necrose
do tecido dsseo. Nesse sentido, destacam-se os membros do grupo dos actinomicetos,
em particular 4. israelii, que se mostra tolerante a varios antibioticos utilizados no
tratamento das infecgdes orofaciais e foi detectado junto a 0sso necrotico em casos
de osteorradionecrose (Hansen et al., 2006), sendo que a ocorréncia de traumas locais
como extragdes parece facilitar a implantagdo desse grupo microbiano. A
participacdo de microrganismos do género Actinomyces se mostra mais relevante
quando se verifica que os mesmos estiveram presentes nos 4 pacientes que
receberam antimicrobianos por periodos mais prolongados e no tinico caso clinico
que foi submetido a terapia com oxigénio hiperbarico. Como evidenciado na
literatura, esses microrganismos Gram positivos podem formar estruturas complexas
que dificultam a penetracdo de antimicrobianos ¢ acabam por se mostrar tolerantes
aos mesmos, mesmo quando sensiveis a esses compostos in vitro. Como também
observado, as infec¢des na medula dssea produzidas por actinomicetos néo
apresentaram sintomatologia dolorosa proeminente e histologicamente observava-se
um infiltrado inflamatdrio cronico.

Embora a maioria dos microrganismos detectados nas secregdes
ou seqliestros Osseos removidos seja constituida de microrganismos bucais, os

mesmos foram obtidos por pungéo e isolados em grandes numeros, sendo que tal fato
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reforca a sugestdo de que participavam da patogénese da lesdo e ndo simples
contaminantes que adentraram a lesdo medular a partir de fistulas.

Algumas das espécies bacterianas detectadas, por cultura e/ou por
PCR, apresentam notavel capacidade proteolitica, como os anaerdbios Treponema
denticola e Porphyromonas gingivalis, e estabelecem relagcdes ecoldgicas com
numerosas outras espécies, como as fusobactérias bucais, detectadas em 50% dos
casos analisados, e também sdo causa freqiiente de infecgdes orofaciais agudas e
cronicas, além de relagdo com condi¢des septicémicas graves ou bacteremias (Takai
et al., 2005). A participagdo desses microrganismos no processo de doenca constitui
fato importante que colabora na compreensdo dos beneficios representados pelo uso
do oxigénio hiperbarico, que além de estimular a angiogénese ao redor do osso com
vitalidade, auxilia o metabolismo celular dos leucécitos, exacerbaria a produgdo de
proteinas nos tecidos adjacentes e atuaria diretamente sobre o metabolismo desses
microrganismos reduzindo ou prevenindo a invaséo tecidual (Lentrod et al., 2007).

A despeito da grande significdncia da microbiota bucal nas
infec¢des Osseas descritas (Scolozzi et al., 2005), a tabela 2 evidencia a participago
de microrganismos entéricos, como Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, e
Proteus vulgaris, normalmente ligados a infecgcdes multirresistentes, infecgdes
nosocomiais, pacientes imunocomprometidos (Sixou, 2003) e em osteomileites
cronicas (Scolozzi et al., 2005). Nesse sentido, quatro dos cinco pacientes que
albergavam esses microrganismos em suas lesdes apresentavam historico de uso de
antimicrobianos por indicagdo profissional ou por automedicagdo e também
apresentaram microrganismos do género Actinomyces na microbiota das lesdes. Nos

casos em que se observou a presenga de microrganismos entéricos, nenhum dado
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clinico sugeriu que os pacientes possuiam problemas neurologicos que colaborasse
para a auto-inoculagdo desses microrganismos, como aventado por Scolozzi et al.
(2005), ou sistémicos que permitissem a implantacdo dessas bactérias.

Em contraste a detec¢do histologica ou deteccdo de bactéria por
cultura, a detec¢do de microrganismos a nivel de método biolégico molecular como
PCR necessita consideravelmente de menores amostras desses patéogenos. Em
sintese, ¢ mostrado neste estudo que em pacientes com osteomielite cronica dos
maxilares, Actinomyces ¢ anaerdbicos orais sio consideravelmente frequentes,
porém, dados adicionais necessitam estabelecer uma melhor relagdo entre esses
microrganismos ¢ o desenvolvimento de osteomielite cronica, processos
inflamatdrios nfo cicatrizantes e purulentos, conhecidos como caracteristicas da

osteomielite cronica.
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Conclusdo

Os dados desse estudo indicam que a principal fonte de infec¢éo presente nos
casos de osteomielite cronica dos maxilares € representada pela microbiota

subgengival (infecgcdes mistas anaerobias);

A associacdo de cultura e PCR devem ser consideradas na determinagio da

etiologia dessas infeccdes;

Os géneros Fusobacterium e Parvimonas sdo os mais frequentes nesses

processos infecciosos.
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Tabela 1. Historia clinica — dados de pacientes com osteomielites.

60

Caracteristicas N (%)
Histéria de consumo de tabaco
Sim 13 (59.1)
Nao 9 (40.9)
Histéria de consume de alcool
Sim 8 (46.4)
Nao 14 (63.6)
Fatores predisponentes
Gengivites 8 (36.4)
Periodontite lateral 13 (59.1)
Periodontite apical 3 (13.6)
Extragdo dental 4 (18.2)
Periodo de evolucio
8 a 12 semanas 7 (31.8)
13 a 30 semanas 11 (50.0)
Acima de 31 semanas 4 (18.8)
Regido anatémica afetada por osteomielite
Corpo mandibular esquerdo 6 (27.3)
Corpo mandibular direito 8(36.4)
Regido mentoniana 3 (13.6)
Maxilar posterior 5(22.7)
Principal sintomatologia das osteomielites
Sequestro dsseo 10 (45.5)
Pus intraoral 5(22.7)
Fistula extraoral 1(4.5)
Dores 6sseas prolongadas 8(36.4)
Eritema 1(4.5)
Espessamento periosteal e irregularidades dsseas 7 (31.8)
Alteragdes radiograficas sugerindo lesdes osteoliticas e
16 (72.7)

areas de condensacdo dssea
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Tabela 2. Microrganismos cultivados de 22 casos de osteomielites cronicas dos

maxilares.

Microrganismo

Prevaléncia N (%)

Actinomyces israelii
Actinomyces naeslundii
Actinomyces viscosus
Campylobacter rectus
Eikenella corrodens
Enterococcus faecalis
Enterobacter cloacae
Fusobacterium nucleatum
Porphyromonas gingivalis
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Propionibacterium acnes
Parvimonas micra
Proteus vulgaris
Providencia sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus aureus
Streptococcus oralis
Total bactérias
Infec¢des monomicrobianas

Infec¢des mistas

3(13.6)
3 (13.6)
1 (4.5)

3(13.6)

1 (4.5)
1 (4.5)

1 (4.5)
5(22.7)

4(18.2)
2(9.1)
2(9.1)
1 (4.5)
6(27.3)
2(9.1)
1 (4.5)
3 (13.6)
5(22.7)
2(9.1)
12 (54.5)
3 (13.6)

9 (40.9)
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Tabela 3. Microrganismos detectados por PCR de 22 casos de osteomielites cronicas

dos maxilares.

Microrganismos Prevaléncia N(%)
Actinomyces israelii 5(22.7)
Actinomyces naeslundii 3 (13.6)
Actinomyces viscosus 3(13.6)
Campylobacter rectus 4(18.2)
Eikenella corrodens 4(18.2)
Enterobacteriaceae 6(27.3)
Enterococcus faecalis. 3(13.6)
Fusobacterium nucleatum 7 (31.8)
Porphyromonas gingivalis 4(18.2)
Prevotella intermedia 4(18.2)
Prevotella nigrescens 3(13.6)
Propionibacterium acnes 3(13.6)
Parvimonas micra 8(36.4)
Staphylococcus spp. 8(36.4)
Streptococcus oralis 3 (13.6)
Treponema denticola 1(4.5)
Total 16 (72.7)
Auséncia de DNA bacteriano 6(27.3)
Infec¢do monomicrobiana 2(9.1)

Infecgdes mistas 14 (63.6)




Dessecadores
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Cultura
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Extragdo DNA / Qiamp Mini Kit
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Amplificagdo do DNA
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Separagdo dos Amplicons por Eletroforese

Observagdo dos amplicons
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