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Komiyama EY. Prevaléncia e suscetibilidade aos antibidticos de
Enterococcus spp. isolados da cavidade bucal humana [dissertagao] Séo
José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos:
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia e suscetibilidade aos
antibiéticos de Enterococcus spp. isolados da cavidade bucal de
individuos (n=240) de diferentes faixas etarias (4 a 11, 12 a 17, 18 a 34,
35 a 59 e acima de 60 anos). Foram excluidos individuos diabéticos,
gestantes, fumantes, edéntulos totais, individuos sob tratamento com
farmacos que interfiram sobre o fluxo e composicao salivar, pacientes
usuarios de protese total, prétese parcial removivel ou aparelhos
ortodénticos, individuos que tenham sido submetidos a antibioticoterapia
ou utilizado antiséptico nos ultimos 45 dias. Amostras foram coletadas por
enxagule bucal e isolamento utilizando agar Enterococcosel. Os isolados
foram identificados pelo sistema APl 20 Strep e avaliagdo da
suscetibilidade aos antibiéticos pela metodologia de diluicado em agar
CLSI (2003). Considerando a populacao total (n=240), foram observados
16,6% dos individuos positivos para Enterococcus spp. na cavidade bucal
com média de 121,73 UFC/ml de enxagiie bucal. Maior nimero de
pacientes acima de 35 anos foram positivos. Observou-se diferenca entre
as contagens de enterococos dos grupos estudados (p=0,0019). O teste
de Dunn indicou diferenga entre o grupo de 12-17 anos em relagado aos
grupos 35-59 anos (p=0,0004) e acima de 60 anos (p=0,004). Nao foi
observada diferenca estatisticamente significante entre as medianas de
UFC/ml para os géneros masculino e feminino (p=0,3645). Foi observada
maior prevaléncia de E. faecalis em todos 0s grupos etarios em relagédo as
demais espécies (p=0.000). Do total de isolados 12% foram resistentes a
vancomicina, 16% a amoxicilina, 54% a tetraciclina, 18% a ampicilina,
20% a cloranfenicol e 46% a eritromicina.

Palavras-chave: Enterococcus, prevaléncia, boca



1 INTRODUGAO

Enterococcus spp. sdo cocos Gram-positivos organizados
aos pares ou curtas cadeias, anaerébios facultativos (KIRSCHINER et
al.**, 2001). Duas espécies se destacam neste género, E. faecalis e E.
faecium. E. faecalis é isolado de cerca de 80 a 90% das infeccbes
enterocécicas humanas, seguido de E. faecium que perfaz 10 a 15%
destes quadros. O isolamento de outras espécies tais como E. durans, E.
gallinarum, E. hirae, E. casseliflavus, E. gilvus sp. nov., E. pallens sp. nov.
de amostras humanas também ja foi relatado (KIRSCHINER et al.*,
2001; TYRRELL et al.?*, 2002).

Enterococcus spp. sao bactérias entéricas, normalmente
isoladas de amostras de fezes e na microbiota intestinal de humanos e
animais (GARCIA-GARROTE et al.*?, 2000; KIRSCHINER et al.*, 2001;
FRANZETTI et al.*°, 2004; SEDGLEY et al.”*, 2004; LEAVIS et al.*, 2006;
BUTLER', 2006). E. faecalis é encontrado no intestino grosso na ordem
de 10’ células por grama de fezes e no trato urinario. A distribuicao de E.
faecium é semelhante, porém em menor freqiiéncia. Nao sdo comumente
isolados do trato respiratério e pele (SILVA et al.®°, 2005; LEENER et al.*®,
2005).

E. faecalis sado relatados como capazes de causar
infeccdes potencialmente fatais. Na década de 1990, tornaram-se um dos
patdbgenos hospitalares mais temidos, uma vez que muitas cepas
apresentaram-se resistentes a varios antibidticos convencionais, sendo
uma das principais causas de infecgées nosocomiais nos EUA e Franca,
representando de 67 a 90% dos casos (SADER et al.?”, 1995; MUNDY et



al.’’, 2000; CETINKAYA et al.'"', 2000; KIRSCHINER et al.*, 2001;
LAVIGNE et al.*’, 2005; FRANZETTI et al.*°, 2004; STRABELLI et al.?,
2006, SEDGLEY et al.”®, 2005; BUTLER', 2006). O trato urinario e a
corrente sanguinea sao os locais mais comumente envolvidos pelas
infeccdes (COLODNER et al.'” 2006; SEDGLEY et al.”®, 2005).

Durante a ultima década, os estudos concentram-se nas
cepas de enterococos resistentes a vancomicina (VRE), devido a sua
presenca e disseminagcdo em nivel hospitalar, constituindo um grande
risco para pacientes hospitalizados (RICE®, 2001; KIRSCHINER et al.*,
2001; LAVIGNE et al.*’, 2005; LEAVIS et al.*®, 2006; BUTLER', 2006).
Estas cepas apresentam também alta resisténcia as penicilinas,
cefalosporinas e adquirem também elevado grau de resisténcia aos
aminoglicosideos (KIRSCHINER et al.**, 2001; SILVA et al.®°, 2005).

Na Odontologia, E. faecalis tem sido relacionado a
insucessos no tratamento endoddntico, relacionado a sua alta resisténcia
a medicamentos utilizados nesta terapia (DUGGAN e SEDGLEY?, 2007;
SEDGLEY et al.”® 2005, APPELBE e SEDGLEY* 2007), tais como
iodoférmio e clorexidina (SEDGLEY’8, 2007).

Reservatérios bucais de microrganismos patogénicos
podem causar doencgas sistémicas e comprometer a vida de pacientes
debilitados ou imunocomprometidos (DAHLEN'®, 1993), uma vez que a
cavidade bucal representa uma porta de entrada para estas infecgoes.
Poucos estudos avaliaram a prevaléncia de Enterococcus spp. na
cavidade bucal. Sedgley et al.”* (2004) relataram maior isolamento de E.
faecalis de enxagles bucais de pacientes sob tratamento endodéntico
quando comparado a estudantes de Odontologia. A maior prevaléncia
desta espécie dentre pacientes com gengivite ou periodontite em relacéo
aos com periodonto saudavel também foi relatada (SEDGLEY et al.”’,
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2006).

A partir do exposto, julgou-se necessario e de grande
valia a pesquisa sobre a prevaléncia Enterococcus spp. na cavidade bucal
de individuos de diversas faixas etarias e a suscetibilidade dos isolados
aos antibidticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Enterococcus spp. sdo cocos Gram-positivos, dispostos
aos pares ou pequenas cadeias, sao ovoides ou ligeiramente alongados,
anaerobios facultativos, ndo possuem capacidade de formar esporos
bacterianos (KIRSCHINER et al.*, 2001; KONEMAN et al.*®, 2008).

Até meados da década de 80, Enterococcus eram
classificados como sendo pertencentes ao género Streptococcus,
classificados como estreptococos do grupo D, porém diferenciaram-se em
um novo género por crescerem bem na faixa de temperatura de 10°C a
45°C. Suas col6nias, quando semeadas em agar sangue, apresentam-se
como nao-hemoliticos, mas podendo apresentar a-hemdlise ou f-
hemdlise. Crescem na presenca de 6,5% de NaCl, e em pH de 9,6; sdo
tolerantes a 40% de sais biliares, podendo ainda hidrolisar esculina.
Testes bioquimicos, tais como reagcbes de fermentacdo, hidrélise de
pirrolidonil-B-naftilamida (PYR), motilidade, producédo de pigmentos, sao
necessarios para diferenciar as espécies de Enterococcus (KONEMAN et
al.**, 2008; ANDRE et al.?, 2005). Apesar de serem catalase-negativos,
podem produzir uma pseudo-catalase, causando fraca efervescéncia no
respectivo teste (FACKLAM et al.?*, 2002).

Esses microrganismos possuem a capacidade de
sobreviver em ambientes desfavoraveis a maioria de outros
microrganismos, suportando altas temperaturas, exposi¢ao a alguns anti-
sépticos e podem sobreviver por longo periodo de tempo em superficies
inanimadas (BUTLER'®, 20086).



A denominagdo Enterococcus vem do nome
“entérocoque”, utilizado primeiramente por Thiercelin, em uma publicacao
em 1899, na Franca. Esse nome foi proposto para enfatizar a origem

intestinal desses microrganismos Gram-positivos (MURRAY>2, 1990).

Enterococcus spp. apresentam diversos fatores de
viruléncia, dentre os quais adesinas de superficie, substancia de
agregacao, acido lipoteicéico e producdo extracelular de superdxido
(CHOW et al.™, 1993). Outros fatores também tém sido relacionados com
a viruléncia destes microrganismos como producdo de as-48 e outras
bacteriocinas (KAYAOGLU e ORSTAVIK*3, 2004).

Sedgley et al.”® (2005) descreveram a presenca de
antigeno de endocardite (efaA) e fatores de aderéncia (esp e asa) em
espécies de Enterococcus. O gene da gelatinase (gelE) foi detectado em
E. faecalis, porém nao foi encontrado em cepas de E. faecium.

Segundo Kayaoglu e Orstavik®® (2004), as adesinas de
superficie tém como fungcdo auxiliar na colonizagdo do tecido do
hospedeiro, enquanto outras proteinas atuam na evasado das defesas do
hospedeiro, podendo levar assim, a um processo infeccioso.

A substancia de agregacao (as) apresenta-se como uma
adesina bacteriana que é codificada por um plasmideo e/ou transposon.
Sua expressdao na superficie celular € estimulada através do soro
(KAYAOGLU e ORSTAVIK*®, 2004; KREFT et al.*6, 1992). Vanek et al.¥
(1999) observaram que as pode apresentar resisténcia da fagocitose por
neutrofilos, independente da opsonina, promovendo uma adeséo direta a

células hospedeiras.

E. faecalis possui quatro plasmideos com genes que
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codificam substancia de agregacdo: pAD1, pCF10, pD1, pAM373. Os
genes que codificam as substancias de agregacao sao: asal, asc10, asa
373 e ash 701. Atuam num sistema de troca genética em resposta a
ferormonios bacterianos, promovendo contato entre enterococos a fim de
facilitar a transferéncia do plasmideo (KAYAOGLU e ORSTAVIK %3, 2004;
KREFT et al.*®, 1992; VANEK et al.?”, 1999).

O acido lipoteicoico pode ser encontrado na parede
celular de vérias bactérias Gram-positivas. Atua na ligacdo de bactérias
as células eucaribticas plaquetas e linfécitos, promovendo reabsorcao
0ssea e liberagdo de mediadores quimicos da inflamacdao (KAYAOGLU e
ORSTAVIK *®, 2004; BEACHEY et al.?, 1979).

Outro fator de viruléncia bacteriano € o superéxido
extracelular. Estudos in vitro demonstraram que E. faecalis que produzem
essa substéncia possui maior taxa de sobrevivéncia (HUYCKE e
GILMORE®, 1997; MUNDY et al.*’, 2000).

Enterococcus spp. nao produzem toxinas potentes,
embora proteinas hidroliticas, tais como citolisinas, hialuronidases e
gelatinases tenham sido identificadas (SEDGLEY et al.”®, 2005).

A citolisina € encontrada em até 60% das amostras de E.
faecalis em casos de infecgdo enterococécica (MUNDY et al.®’, 2000). A
citolisina € uma toxina hemolitica que pode promover hemdlise contra
hemacias de cavalos, coelho e humanos; porém inativa contra hemacias
de carneiro. Possui atividade sobre grande faixa de bactérias Gram-
positivas, promovendo lise celular (SHANKAR et al.”®, 2002; MUNDY et
al.>’, 2000). A hialuronidase estd frequentemente associada a
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pnemoniae e Staphylococcus

aureus. E reconhecida como fator de viruléncia desses microrganismos,
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facilitando sua invasao nos tecidos (RICE®, 2001).

A gelatinase € uma enzima que degrada a gelatina,
colageno, hemoglobina, produzida pelo gene gelE (KAYAOGLU e
ORSTAVIK*®, 2004; VERGIS et al.%°, 2002; KREFT et al.*®, 1992). Eaton e
Gasson?' (2001), analisando fatores de viruléncia de Enterococcus spp.
de humanos, observaram que gelE foi encontrado em amostras que néo
possuiam atividade de gelatinase, sendo denominados genes silenciosos.
Os autores sugeriram que esse gene pode tornar-se ativo por fatores

ambientais ou sinergismo bacteriano.

Enterococcus spp. sao residentes normais do trato
gastrointestinal e biliar, podendo também ser encontrados na cavidade
bucal, vagina, uretra masculina. Além nos humanos, sdo encontrados em
outros mamiferos, passaros, répteis, alimentos e agua contaminados
(MURRAY®®, 1990; WERNER et al.®°, 2007, SEDGLEY et al.”®, 2005;
SEDGLEY et al.”*, 2004; PETERSEN e DALSGAARD®', 2003; SARAIVA
etal.”', 1997; FRANZETTI et al.*°, 2004).

E. faecalis e E. faecium sao as espécies mais prevalentes
e juntas correspondem mais de 80% dos isolados clinicos das infecgdes
enterococécicas (BUTLER', 2006). O isolamento de outras espécies tais
como E. durans, E. gallinarum, E. hirae e E. casseliflavus, E. gilvus sp.
nov., E. pallens sp. nov. de amostras humanas também ja foi relatado
(KIRSCHINER et al.**, 2001; TYRRELL et al.®*, 2002).

Noble®® (1978) estudando fezes de lactentes de 6-7 dias
de vida, verificou a prevaléncia de 48% de E. faecalis de 21 lactentes
estudados, ndo sendo observados E. faecium e E. avium. Entre os
adultos estudados, E. faecalis foi encontrado em 8 de 10 pacientes

hospitalizados e 14 de 21 pacientes em ambulatérios com contagens de
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10° a 10’ unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL). E.
faecium foi encontrado em 15 de 39 adultos, com contagens entre 10* a
10°UFC/mL. E. avium foi isolado em 3 de 30 adultos e E. durans nao foi
encontrado. Entretanto, Mead®* (1978) verificou maior prevaléncia de E.

faecium que E. faecalis em amostras de fezes humanas.

Enterococcus spp. foram encontrados nas fezes da
maioria dos adultos saudaveis no Japao. Foi relatada a presenca em 97%
de 71 individuos da Alemanha e Escandinavia, sendo E. faecalis mais

comumente encontrados em relacédo a E. faecium (MURRAY®®, 1990).

A maior parte das infeccbes por Enterococcus spp.
origina-se da microbiota normal do intestino do paciente, embora possam
também ser transferidos de paciente para paciente ou adquiridos através
do consumo de agua ou alimentos contaminados (BLANCH et al.8, 2003;
LINDEN e MILLER®, 1999; ANDRE et al.?, 2005; MIRANDA et al.*®, 2005;
PETERSEN e DALSGAARD®', 2003). Silva et al.®° (2005) relataram que
esses microrganismos podem sobreviver em lagos por longo periodo de

tempo, quando liberados diretamente ao meio ambiente.

Araya et al.’ (2005) analisaram amostras de leite nao-
pasteurizado da area metropolitana de Costa Rica quanto a presenca de
Enterococcus spp. e suscetibilidade dos isolados aos antimicrobianos. Foi
observada a presenca de Enterococcus spp. em 38% das amostras de
leite analisadas, sendo E. faecalis mais prevalente (71%), seguido de E.
faecium (19%), E. durans (4%), E. gallinarum (4%) e E. avium (2%). Os
autores ainda observaram alta porcentagem de Enterococcus spp.

multiresistentes provenientes de leite ndo pasteurizado.

Entre as bactérias Gram-positivas, espécies de

Enterococcus tém sido descritas como um dos principais microrganismos
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responsaveis por infeccdes urinarias (COLODNER et al.'” 2006; SADER
et al.%’, 1995; FRANZETTI et al.*°, 2004; BUTLER', 2006; ROE et al.®®,
2008). Jones et al.*® (1997) relataram ser o segundo microrganismo mais

freqliente em uroculturas de pacientes com infecgdes urinarias.

As infec¢des por Enterococcus spp. sdo particularmente
comuns em pacientes com cateteres urinarios ou intravasculares e em
pacientes que ficam hospitalizados por longos periodos e que estiveram
sob tratamento com antibiéticos de largo espectro (KIRSCHINER et al.*,
2001; BUTLER'®, 2006; ROE et al.%°, 2008). Roe et al.®® (2008) relataram
que pacientes que fazem uso de cateteres urinarios, possuem risco
aumentado em aproximadamente 80% de desenvolver infeccbes

hospitalares do trato urinario.

Garcia-Garrote et al.** (2000) e Butler'® (2006) relataram
que esses microrganismos estao relacionados com sérias infecgbes do
peritdnio, podendo ainda causar septicemias, endocardites e meningites.
Os fatores de risco para desenvolvimento de bacteriemia incluem
imunosupressao e debilidade, causadas por diabetes mellitus, Ulceras
com infecgcdes secundarias, instrumentacdes prévias do trato
gastrointestinal, genitourinario, respiratério e hospitalizacdo prolongada
(GRANINGER e RAGETTE®*, 1992; GULLBERG et al.*®, 1989; WERNER
et al.®, 2007).

Endocardite infecciosa é uma infeccdo do endocardio,
geralmente o endocardio valvar, podendo acometer outras estruturas do
coracdo, como o endocardio das comunicagdes interventriculares e as
préteses valvares. E uma doenca rara, mas que causa seqilelas graves,
muitas vezes leva ao 6ébito (WAHL e PALLASCH®, 2005). Ramos et al.®®
(2001) relatam que a endocardite infecciosa € uma doenga grave, que

apresenta risco de morte e seu desenvolvimento pode estar relacionado

22



com bacteriemias decorrentes de procedimentos odontolégicos. Segundo
Dajani'® (1998), a incidéncia de bacteriemias de origem odontolégica esta
relacionada com o grau de infeccao e inflamacao dos tecidos bucais. Para
0s autores, os pacientes que possuem fatores de risco para endocardite
infecciosa, devem manter uma adequada saude bucal, por meio de
cuidados profissionais regulares, uso correto de fio e escova dental, além

de outros métodos empregados para o controle do biofilme dental.

O risco de bacteriemias de origem odontolégica parece
depender de duas variaveis importantes: grau do traumatismo dos tecidos
produzido pelo tratamento odontolégico e da doenga inflamatéria local
preexistente. Apesar disso, grande numero de casos relatados
demonstraram que a endocardite infecciosa pode ocorrer, apds
tratamento dental de baixa complexidade, tais como, profilaxia, escovacéo
e pacientes edéntulos totais com lesbes traumaticas produzidas por
préteses (SONIS et al.®’, 1985; PALLASCH®, 2003). Estudos tém
demonstrado bacteriemias transitérias apds extracdo, gengivectomia,
curetagem, profilaxia, escovacdo (SONIS et al.®', 1985; YAGIELA et
al.**1998). Entretanto, Lucas e Roberts® (2000) relataram ndo existir
associacao entre tratamento odontol6gico e endocardite infecciosa.

Bermann’ (1991) relatou maior predisposicio a
bacteriemia por microrganismos bucais em pacientes com leucemia
mieldide aguda, quando submetidas a quimioterapia, principalmente
quando associadas com infecgbes bucais agudas. Também foram
diagnosticados casos de pneumonia, meningites e osteomelites causadas
por Enterococcus spp. em pacientes imunocomprometidos (BUTLER'™,
2006).

Sakamoto et al.®® (1999), analisando 30 pacientes com

cancer bucal, verificaram infeccdo dos linfonodos cervicais por
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microrganismos em 45.8% de 70 avaliados. Dos sitios avaliados, 4

linfonodos apresentaram infecg¢éo por E. faecalis.

A profilaxia antibiética € recomendada sempre que houver
expectativa de sangramento, durante o tratamento odontoldgico
(DAJANI™® 1998). O regime profildtico padrdo recomendado pela
American Heart Association em 2008 (WILSON et al.’', 2008) consiste
numa unica dose de amoxicilina por via oral. A amoxicilina é
recomendada por ser melhor absorvida pelo trato gastrointestinal e
proporcionar niveis séricos mais elevados e duradouros. O protocolo atual
proposto pela AHA recomenda uma dose Unica de 2,0 g de amoxicilina
para adultos e de 50 mg/kg para criancas, nunca excedendo 2,0 g,
administrada 1 h antes dos procedimentos odontolégicos. Para pacientes
com hipersensibilidade as penicilinas pode ser prescrito cloridrato de
clindamicina. Apesar de ser bacteriostatico em dosagem usual constitui,
atualmente, o antibiético mais recomendado por atingir concentracao
sérica rapida e elevada. Atinge seu pico sérico maximo em 40 a 60
minutos apés a administracdo de 150 a 300 mg (WILSON et al.®, 2008).

van den Braak et al.®® (2000), analisando VRE em
unidades de terapia intensiva (UTls), centros de hematologia-oncologia e
hemodialise de pacientes da Holanda, verificaram que a colonizacao por
esses microrganismos nao é frequente. Os autores sugeriram a
possibilidade da aquisicdo de VRE fora dos hospitais nestes pacientes
debilitados.

Estudos tém apontado para a crescente prevaléncia de
infeccbes nosocomiais causados por Enterococcus spp. (BUTLER'™,
2006; SILVA et al.?’, 2005; IVERSEN et al.*’, 2004; MURRAY®, 1990;
APECIH®, 1999; BONTEN et al.’, 1996; WERNER et al.’, 2007;
FRANZETTI et al.*°, 2004). De acordo com a Associacdo Paulista de
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Estudos e Controle de Infecgdo Hospitalar (APECIH®, 1999), o primeiro
caso de infeccdo por VRE no Brasil foi registrado em uma paciente
internada por leucemia em um hospital no municipio de Curitiba em 1996,
sendo relatados posteriormente em diversos hospitais de Sdo Paulo.
Desde modo, a partir de 1998, VRE passou a ser considerado um
patégeno de grande importdncia em muitas instituicbes no pais.
Recentemente, casos de infec¢do hospitalar em UTI de adultos por VRE
foram relatados na cidade de Recife e Campinas. Em Recife, 17 pessoas
foram infectadas por E. faecium resistente a vancomicina (AGENCIA
FOLHA', 2007; JC ONLINE®®, 2007).

Relatos do Center of Diseases Control (CDC) relataram
que 25% das infec¢cées por VRE ocorrem em pacientes internados em
Centros de Terapia Intensiva (SILVA et al. %%, 2005).

A crescente taxa de resisténcia aos antimicrobianos por
Enterococcus spp. tem sido relatada (TSUDA et al.®%, 2008; VACHEE et
al.®®, 2008; WITTE et al.**, 2007; WERNER et al.*’, 2007; FRACALANZZA
et al.®, 2007; MURRAY®®, 1990; PETERSEN e DALSGAARD®', 2003;
FRANZETTI et al.*°, 2004).

O aumento do numero de amostras de Enterococcus spp.
multirresistente € um desafio a terapia (ENGELBERT et al.??, 2004;
PETERSEN e DALSGAARD®', 2003). Diversos autores relatam que a
disseminacéo de cepas resistentes a vancomicina pode estar relacionada
ao uso indiscriminado de vancomicina e antibidticos de amplo espectro,
além da disseminacdo ocasionada pelo despejo de esgoto sem
tratamento ao meio ambiente (SILVA et al.®°, 2005; BONTEN et al.®, 1996;
IVERSEN et al.*”, 2004; FRANZETTI et al.*°, 2004).

Araya et al.’> (2005) e Miranda et al.*® (2005) relataram
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que cepas de Enterococcus spp. resistentes aos antimicrobianos, podem
ser transmitidas através da alimentagcdo, levando a ocorréncia de
doencas. O leite contém microrganismos de importancia na Saude
Publica, destacando-se E. faecalis e E. faecium. Essas bactérias sao
resistentes ao calor e podem resistir a processos de pasteurizacao do
leite (ARAYA et al.®, 2005).

Os antibiéticos fazem parte de um grupo de substancias
quimicas sintetizadas por microrganismos ou produzidas de forma
sintéticas, possuem capacidade bactericida ou bacteriostatica. Estes
antimicrobianos sao classificados em grupos relativos a sua estrutura
quimica e mecanismo de acdo, este por sua vez é definido pela sua
estrutura molecular. Dividem-se em dois grupos, beta-lactdmicos e nao
beta-lactamicos (SANTOS et al.”®, 2002; YAGIELA et al.*®, 2000; ROSSI e
ANDREAZZI®®, 2005).

A ciprofloxacina faz parte da classe das Quinolonas e
Fluoroquinolonas, do grupo dos nado beta-lactamicos, sendo eficaz
sistemicamente contra uma grande variedade de microrganismos. Inibe
rapidamente a sintese de DNA bacteriano o que leva a morte rapida das
bactérias. As concentragdes plasmaticas sdo atingidas normalmente 1 a 3
h apds a administragéo da dose. A ciprofloxacina ainda é o mais potente
antibiotico das fluoroquinolonas frente as bactérias Gram-negativas
(SANTOS et al.”®, 2002; YAGIELA et al.**, 2000; ROSSI e ANDREAZZI®,
2005)

O cloranfenicol € um farmaco da classe dos fenicois,
incluido no grupo dos antibidticos ndo beta-lactamicos. Sao atualmente
sintetizados, porém foram inicialmente isolados de Streptomyces
venezuelae, possui amplo espectro de agdo e tem como mecanismo de

acao a entrada na célula por um processo dependente de energia e atua
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inibindo a sintese de proteina. A meia-vida plasmatica do cloranfenicol em
adultos é de 4 h apds a administragdo. Este farmaco tem atividade contra
microrganismos Gram-negativos, alguns esteptococos e estafilococos,
riquétsias, treponemas, clamidias e micoplasmas (SANTOS et al.”®, 2002;
YAGIELA et al.**, 2000; ROSSI e ANDREAZZI®®, 2005).

A gentamicina é um complexo de antibiético produzido por
Micromonospora purpurea. Faz parte da classe dos aminoglicosideos e
faz parte do grupo dos antibidticos ndo beta-lactamicos. Age inibindo a
sintese das proteinas através de sua ligacao a proteinas especificas que
estdo presentes no ribossomo bacteriano. Em concentracées baixas,
possui acao bacteriostatica, entretanto em concentragbes que sao
alcancadas clinicamente com facilidade, quase sempre possui acgao
bactericida. Os microrganismos sensiveis a gentamicina, principalmente
sdo os bacilos Gram-negativos aerébios. Os aminoglicosideos sao
farmacos de amplo espectro, portanto eficazes contra os microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos (SANTOS et al.’”®, 2002; YAGIELA et
al.”*, 2000; ROSSI e ANDREAZZI®, 2005).

A eritromicina, é um antibiético pertencente a classe dos
macrolideos do grupo dos nao beta-lactamicos, € produzida por
Streptomyces erithreus. Caracteriza-se por apresentar uma relativa
auséncia de toxicidade. Esta inibe a sintese protéica bacteriana, através
da ligagdo da subunidade 50S ribossémica inativando o crescimento da
cadeia peptidica dos microrganismos, portanto a eritromicina depende da
concentragcdo da droga utilizada, podendo possuir agdo tanto
bacteriostatica quanto bactericida. E um antibiético de largo espectro,
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, micoplasmas,
clamideas, treponemas e riquétsias (SANTOS et al.”®, 2002; YAGIELA et
al.**, 2000; ROSSI| e ANDREAZZI®®, 2005).
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A vancomicina é da classe dos glicopeptideos e pertence
ao grupo dos antibiéticos ndo beta-lactdmicos, € um glicopeptideo
complexo soluvel elaborado através Streptomyces orientalis. Possui agao
indicada ao tratamento de infecgées causadas por microrganismos Gram-
positivos sensiveis ao farmaco, possuindo agao bactericida exceto a
Enterococcus spp., contra 0s quais sua acao é bacteriostatica, possuindo
pequeno espectro antibacteriano. Em pessoas com fung¢ao renal normal, a
meia vida sérica deste antibibtico é de seis a oito h. Age inibindo a sintese
e 0 acoplamento dos polimeros de peptideoglicano presentes na parede
celular das bactérias, exercendo sua atividade antibacteriana. Entretanto,
sua agao sob o Enterococcus spp. envolve uma alteracdo enzimatica no
local de ligacdo da vancomicina na parede celular (SANTOS et al.”®,
2002; YAGIELA et al.**, 2000; ROSSI e ANDREAZZI®®, 2005).

A amoxicilina é uma penicilina semi-sintética e esta
incluida no grupo dos antibibticos dos beta-lactamicos, possui um amplo
espectro de agao, entretanto, sensivel as beta-lactamases produzidas por
diversas bactérias, é pertencente a classe das aminopenicilinas.
Normalmente é bactericida, pois tem acdo de inibir a biossintese da
parede celular das bactérias sensiveis é ativa in vitro, contra a maioria das
bactérias Gram-positivas, estafilococos, estreptococos e cocos Gram-
positivos. Uma a duas h apdés a administracdo de uma dose deste
farmaco, atinge a concentragdo sérica maxima de seis a oito microgramas
por mililitro (SANTOS et al.”’, 2002; YAGIELA et al.**, 2000; ROSSI e
ANDREAZZI®®, 2005).

A ampicilina € uma penicilina semi-sintética, pertencente a
classe das aminopenicilinas, de amplo espectro de acao, todavia sensivel
as beta-lactamases. Inibe a biossintese da parede celular das bactérias
sensiveis, produzindo em geral efeito bactericida. Uma vez absorvida, a

ampicilina distribui-se pelos tecidos e liquidos organicos, sendo
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encontrado niveis elevados no pulmao, figado, rins, pele, tubo digestivo,
bile, liquidos sinovial, peritonial e pleural. Sua concentracdo no ceérebro,
seios da face, musculos, coracao, saliva, lagrimas e suor sdo menor que a
do sangue, mas suficiente para acdo terapéutica. Atravessa a barreira
placentaria originando concentragdes terapéuticas no feto e liquido
amniotico. Também atravessa a barreira hematoencefélica em pacientes
com meningoencefalite (SANTOS et al.”®, 2002; YAGIELA et al.**, 2000;
ROSSI e ANDREAZZI®®, 2005).

A tetraciclina tem maior atividade em microrganismos
Gram-negativos devido a capacidade de penetrar nas barreiras lipidicas e
na parede celular que €é mais complexa destes microrganismos,
alcancando finalmente seu local de acdo, que sdo as enzimas situadas
externamente @ membrana. Porém, s&o menos ativas contra cocos Gram-
positivos, exceto que sao duplamente mais potentes contra o0s
Enterococcus spp. Este farmaco é sensivel as beta-lactamases,
produzidas por diversas bactérias, pois estas hidrolisam a ampicilina
perdendo a sua atividade antibiética (SANTOS et al.”®, 2002; YAGIELA et
al.”*, 2000; ROSSI e ANDREAZZI®, 2005).

Enterococcus spp, apresentam resisténcia natural ou
intrinseca a cefalosporinas, e fluoroquinolonas e tém adquirido resisténcia
a ampicilina e aos aminoglicosideos gentamicina e estreptomicina. Além
disso, apresentam resisténcia intermediaria a clindamicina e aos
aminoglicosideos (BUTLER'™, 2006; RICE®*, 2001). A aquisicdo de
resisténcia frente a vancomicina em meados de 1990 foi um grande salto
evolutivo para esse género (RICE®, 2001, WERNER et al.®, 2007).
Enterococos Resistentes a Vancomicina (VRE) sédo patbégenos
oportunistas reconhecidos como causa importante de infeccbes
hospitalares (CETINKAYA et al.’, 2000, WERNER et al.*°, 2007).
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A utilizagdo indiscriminada e constante de diversos
antibiéticos na agricultura e pecuaria pode promover selecao bacteriana,
trazendo como conseqliéncia, a sobrevivéncia daquelas mais resistentes
(ARAYA et al.>, 2005).

Jones et al.®® (2004) relataram que no Canada e
Alemanha, Enterococcus spp. estdo em quinto lugar como causadoras de
infeccoes em UTlIs, com incidéncia de 7,6% e 7,4% respectivamente.
Canada apresenta o décimo lugar com (2,1%) e oitavo lugar na Alemanha

(4,3% de incidéncia).

Furtado et al.®' (2005), analisando a incidéncia de VRE
em um hospital de Sado Paulo de 2000 até 2002, observaram uma
incidéncia ascendente de VRE. Os autores observaram uma incidéncia de
9,5% em 2000; 14,7% em 2001 e 15,8% em 2002, salientando a
preocupagao no aumento de casos de infec¢des por VRE.

Schouten’ (1999) relatou que a prevaléncia de VRE na
Europa ainda € baixa, porém encontrou-se um alto indice de resisténcia a
elevados niveis de gentamicina e podem dessa forma apresentar um sério

risco ao tratamento de pacientes com infec¢des invasivas.

Chai et al.'"® (2007), observaram a suscetibilidade de
antibidticos e hidréxido de calcio sobre biofilme de E. faecalis. Os autores
concluiram que eritromicina, tetraciclina e hidréxido de calcio foram 100%

efetivos ao contrario de ampicilina e vancomicina.

Vachée et al.®® (2008) analisaram a suscetibilidade aos
antibiéticos de amostras de bactérias beta-hemoliticos, E. faecalis e E.
faecium, isolados de trabalhadores de Orneba, Franca. Os autores

verificaram que a suscetibilidade aos beta-lactamicos permaneceram
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estaveis entre 2000 e 2004. A suscetibilidade das animopenicilinas
permaneceu alta para E. faecalis (aproximadamente 98%). Considerando
a proporcao de E. faecium isolados, a suscetibilidade aos antibio6ticos foi

considerada baixa (menor que 60%) em relacéo a E. faecalis.

Mihaila-Amrouche et al.>® (2004) verificaram o impacto da
susceptibilidade para antibiéticos de estreptococos e enterococos
isolados de pacientes com endocardite infecciosa no tratamento
antibidtico. Foi verificada resisténcia intermediaria para a eritromicina e
clindamicina restrita somente a algumas espécies: S. mitis, S. sanguinis,
S. anginosus, S. dysgalactiae sub sp. equisimilis, S. gallalyticus e E.
faecalis. Todos o0s isolados apresentaram suscetibilidade para
vancomicina e teicoplamina, e somente dois isolados de E. faecalis tem

um alto nivel de resisténcia para a gentamicina.

Saraiva et al.”' (1997) avaliaram a sensibilidade aos
antimicrobianos de 87 amostras clinicas de VRE. Verificaram alto indice
de resisténcia aos aminoglicosideos: 82% para gentamicina e 85% para
estreptomicina. Do total de amostras avaliadas, 82% foram sensiveis ao
cloranfenicol, enquanto 98% das amostras apresentaram resisténcia a

eritromicina e 69% a ciprofloxacina.

Quifiones et al.®® (2005) verificaram a prevaléncia e
suscetibilidade antimicrobiana das amostras de Enterococcus ssp. em
Cuba. Os autores observaram resisténcia a ciprofloxacina em 26,2% das
amostras de E. faecalis, 30% para E. faecium, 100% para E. casseliflavus
e 50% para E. gallinarium. Foi notada resisténcia ao cloranfenicol de
34,5% das amostras de E. faecalis e 10% de E. faecium. Os autores ainda
verificaram 37% de resisténcia das amostras de E. faecalis e 30% de E.

faecium frente a gentamicina.
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Kagmaz e Aksoy*' (2005) verificaram a resisténcia
antimicrobiana de enterococos na Turquia, e através do método do disco
de difusao foi detectado um alto nivel de resisténcia dos isolados, sendo
22% das amostras para a gentamicina e 36% para a estreptomicina.
Entretanto, a combinacédo da estreptomicina com a gentamicina alcangou
porcentual de 12% dos isolados resistentes. Os autores relataram que as
amostras de E. faecium foram mais resistentes a essa combinagéo do que

outras espécies.

Coleri et al.'® (2004) analisaram a resisténcia aos
antibidticos de isolados clinicos de Enterococcus spp. Observou-se 8,7%
dos isolados resistentes a getamicina, 17,4% para estreptomicina e 43,5%
para penicilina. Altos niveis de resisténcia foram verificados para

vancomicina (34,5%) e teicoplanina (60,9%).

Chai et al."? (2007) verificaram a susceptibilidade de E.
faecalis do biofilme dental para antibiéticos e hidréxido de calcio, e os
resultados revelaram que hidroxido de calcio, eritromicina e oxitetraciclina
foram totalmente eficientes, eliminando E. faecalis presente no biofilme
depois de 1 h de exposicao. Por outro lado, a ampicilina, a cotrimoxazol, a
vancomicina e a vancomicina seguida de gentamicina foram incapazes de

erradicar totalmente as bactérias presentes no biofilme.

Leener et al.*® (2005) verificaram presenca e mecanismo
de resisténcia antimicrobiana de amostras de Enterococcus spp. isoladas
de caes e gatos. Os autores verificaram que 55% das amostras testadas
foram resistentes a tetraciclina e ndo foram encontradas amostras

resistentes a vancomicina.

Araya et al.’ (2005) relataram que em aproximadamente

40% de todos os pacientes que recebem tratamento com antimicrobiano
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ocorre aumento da resisténcia aos antimicrobianos empregados. Os
autores salientaram a necessidade de pesquisas e utilizagdo de farmacos

mais novos e potentes.

Sedgley et al.”* (2004) todas as amostras de E. faecalis
isoladas de infec¢cdo endodontica foram sensiveis a ampicilina, penicilina,
gentamicina e vancomicina e 2 amostras apresentaram baixo nivel de

resisténcia a tetraciclina.

Silva et al® (2005) verificaram a prevaléncia e
suscetibilidade de Enterococcus spp. isolados da dgua de abastecimento
no norte do Chile e verificaram auséncia de amostras resistentes a
vancomicina, sendo encontrada 19% das amostras com resisténcia
intermediaria. Observou-se uma resisténcia moderada de amostras de
Enterococcus spp. a penicilina e ampicilina. Maior numero de amostras de
E. faecium apresentou resisténcia (44%) quando comparada a E. faecalis
(17%).

Maschieto et al.®® (2004) verificaram a resisténcia
antimicrobiana de Enterococcus spp. isolados do trato intestinal de
pacientes provenientes de um hospital universitario no Brasil. Os autores
observaram 100% de resisténcia de E. gallinarum e E. casseliflavus frente
a vancomicina. Um total de 9,4% das amostras de E. faecalis, 9,1% de E.
faecium e 4,3% de E. gallinarum foram resistentes a penicilina. Ainda foi
observado 56,2% de isolados de E. faecalis resistentes a tetraciclina,
sendo este porcentual de 42,4% para E. faecium, 30,4% para E.

gallinarum e 20% para Enterococcus casseliflavus.

Saraiva et al.”’ (1997) avaliaram 87 amostras clinicas de
Enterococcus spp. resistentes a vancomicina, proveniente de 97 hospitais

dos EUA. Foi observada aproximadamente 86% dos isolados resistentes
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a ampicilina; 82% para gentamicina, 85% para estreptomicina, 82% para
cloranfenicol, 92% para doxiciclina e 94% para trospectominina. A
teicoplanina apresentou 29% de efetividade sobre as amostras testadas,

mesmo pertencendo a mesma classe da vancomicina.

Coleri et al.'® (2004) verificaram a resisténcia padrdo e
plasmidial de amostras clinicas de Enterococcus spp. em hospital da
Turquia. Dos 23 isolados, 20 foram identificadas como E. faecalis, 2 como
E. faecium e 1 E. gallinarum. Para os testes de suscetibilidade, foram
utilizados 24 antibidticos. Foi observada resisténcia mdltipla aos
antibioticos em 10 amostras clinicas testadas. Um total de 8,7% das
amostras apresentaram alta resisténcia a gentamicina, 17,4% para

estreptomicina, 43,5% para penicilina e 34,8% para vancomicina.

Em Odontologia, espécies de Enterococcus sao
associadas com quadros de doengas endodénticas e periapicais (FOUAD
et al.®®, 2005; DUGGAN e SEDGLEY?, 2007; FOSCHI et al.?’, 2005;
FIGDOR et al.?®, 2003; JOHNSON et al.*°, 2006; APPELBE e SEDGLEY*,
2007; KAUFMAN et al.*?, 2005; KAYAOGLU e ORSTAVIK*, 2004;
EVANS et al.?%, 2002; SEDGLEY et al.”, 2005; SEDGLEY’®, 2007).

Gomes et al.®¥® (2004) analisaram sistema de canais
radiculares em dentes com necrose pulpar associados a falhas no
tratamento endodéntico. Os autores verificaram que a taxa de insucesso
deve-se ao predominio de bactérias anaerdbias facultativas Gram-

positivas, especialmente E. faecalis.

Zoletti et al.®® (2006) realizaram analise microbiolégica de
canais radiculares de dentes com e sem lesdao periapical através de
cultivo convencional e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os autores

verificaram que E. faecalis estao freqientemente presentes em infecgdes
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endodobnticas secundarias e lesdes periapicais e sua presenga € a maior
causa do insucesso do tratamento endodéntico. Kaufman et al.*? (2005),
também estudando a relacdo de Enterococcus spp. no tratamento
endoddntico de dentes com e sem lesdo periapical, concluiram que esses
microrganismos estdo relacionados com a falha do tratamento e néo

associados com o inicio da doenga.

Fouad et al.?® (2005) analisando 40 pacientes com lesdes
periapicais que estavam sob retratamento endodéntico, verificaram por

meio da PCR a presenca de E. faecalis em 22% dos pacientes.

Sedgley et al.”” (2006), analisaram por PCR a presenca
de E. faecalis em varios sitios na boca incluindo sulco gengival e canais
radiculares, verificando maior prevaléncia em ventre de lingua e mucosa
jugal de pacientes adultos atendidos na Faculdade de Odontologia da
Universidade de Michigan. Os autores concluiram ainda que maior
namero de pacientes com gengivite ou periodontite apresentavam E.

faecalis em relacao a pacientes com periodonto saudavel.

Em outro estudo, Sedgley et al.”* (2004) analisaram a
presenca de Enterococcus spp. por métodos fenotipicos e genotipicos.
Enterococcus spp. foram encontrados em 11% das amostras da cavidade
bucal de 100 pacientes que estavam em tratamento endodéntico e 1%
entre os 100 estudantes de odontologia analisados. Apds identificacao,
observou-se 100% das amostras E. faecalis.

Chomicz et al.’ (2004) verificaram maior prevaléncia de
Enterococcus spp. em pacientes portadores de diabetes mellitus insulino-
dependentes (60%), quando comparados a pacientes controle (6,6%).

Duggan e Sedgley®® (2007) verificaram a formacdo de
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biofilme por E. faecalis de canais radiculares e cavidade bucal e amostras
ndo-bucais. Foram analisadas 33 amostras de canais radiculares, 21
amostras da cavidade oral e 16 amostras n&o-orais. Nao foi observada
diferenca estatistica entre a formacao de biofilme e a presenca dos genes

asa, cylA, esp e gelE.

Foschi et al.?’ (2005) constataram a presenca de E.
faecalis por PCR em periodontites apicais aguda, cronica e exacerbada.
Dos casos estudados, 71% estavam associadas a infec¢gées endoddnticas

primarias e 29% relacionadas a infecgbes endoddnticas recorrentes.

Figdor et al.?® (2003) demonstraram a capacidade de E.
faecalis em manter-se viavel nos canais radiculares, podendo sobreviver
aos agentes antimicrobianos utilizados no tratamento endodéntico. Esses
microrganismos sao capazes de utilizar os nutrientes do soro humano no
interior dos canais, potencializando a manutencdo de infecgdes

periapicais.

Johnson et al.*® (2006) investigaram a coagregacdo in
vitro entre amostras clinicas de E. faecalis e espécies indutoras de
periodontites apicais em macacos: Peptostreptococcus anaerobius,
Prevotella oralis, Fusobacterium nucleatum e Streptococcus anginosus.
Foi verificada a coagregagédo entre amostras clinicas de E. faecalis e F.
nucleatum, sugerindo potencial papel desta combinacdo em infeccoes
endodobnticas.

Sedgley et al.”® (2005) verificaram a capacidade de E.
faecalis sobreviver por longo periodo de tempo em canais radiculares
obturados. Foram utilizados 150 dentes de canais uniradiculares divididos
em grupos com adicdo de gelatinase E. faecalis OG1-S e gelatinase
defectiva E. faecalis OG1-X. Foi verificado que as amostras de E. faecalis
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permaneceram viaveis por até 12 meses ex vivo. Os autores ainda
verificaram que nao houve diferenca estatistica na producdo de

gelatinase.

Varios estudos vém analisando a agdo antimicrobiana do
hidréxido de célcio (APPELBE e SEDGLEY*, 2007; KAUFMAN et al.*,
2005; KAYAOGLU e ORSTAVIK*, 2004; EVANS et al.?®, 2002). Seu
mecanismo de agao parece ocorrer através de um sistema de bomba de
prétons, mantendo niveis 6timos do pH citoplasmatico (KAYAOGLU e
ORSTAVIK*, 2004). Kayaoglu e Orstavik*® (2004) verificaram ainda que
um aumento no pH até 8,5, pode aumentar a adesao de E. faecalis ao
colageno in vitro, podendo este ser o fator de predominancia desse

microrganismos em infeccdes persistentes.

Appelbe e Sedgley* (2007) analisaram os efeitos da
exposicao prolongada de amostras de E. faecalis a pH 7, 10, 11 e 12 a
25-37°C por 1 semana. A sobrevida dos microrganismos no baseline e
apo6s 1 h em pH alcalino foi de 1% (pH 10), 0,001% (pH 11) e 0,00001%
(pH 12).
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3 PROPOSICAO

Enterococcus spp. sao considerados microrganismos
oportunistas (MARRA et al.®, 2007) e sua presenca na cavidade bucal
pode ser um fator de risco para doencas sistémicas (DAHLEN'®, 1993),
assim o estudo desta prevaléncia em grupos com doencas debilitantes é
de extrema importancia. Na literatura, no entanto, ndo existem dados a
respeito da prevaléncia de Enterococcus spp. na cavidade bucal de

individuos controle.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a prevaléncia e
suscetibilidade aos antibidticos de Enterococcus spp. isolados da

cavidade bucal de individuos dos diferentes grupos etarios.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa seguiu as determinagdes das
resolucbes 196/96 e 251/97 do Conselho Nacional de Saude que
estabelece as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa
envolvendo seres humanos, sendo que o projeto de pesquisa foi
submetido e aprovado ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Sdo José dos Campos/UNESP sob o nimero 060/2006-
PH/CEP (ANEXO A)

Os individuos ou responsaveis que concordaram em
participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE A) e posteriormente preenchido uma ficha clinica
(APENDICE B).

4.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos no presente estudo 240 individuos,
divididos em 5 grupos de acordo com a faixa etaria: 50 individuos entre 4
a 11 anos; 50 individuos entre 12 a 17 anos; 50 individuos entre 18 a 34
anos, 50 individuos entre 35 a 59 anos e 40 individuos acima de 60 anos.

Os individuos foram selecionados dentre os pacientes em tratamento nas



clinicas da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos/UNESP,
Casa do Idoso de Séo José dos Campos-SP, Unidade Basica de Saude
de Sao José dos Campos - SP Centro Il, Universidade da Terceira Idade
— Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos/UNESP, asilo Lar

Frederico Ozanan de Jacarei-SP.

4.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo individuos diabéticos,
gestantes, fumantes, edéntulos totais, individuos sob tratamento com
farmacos que interferem sobre a composicao salivar (FEIO e SAPETA®,
2005), pacientes usuarios de prétese total, protese parcial removivel ou
aparelhos ortodénticos. Foram também excluidos individuos que tenham
sido submetidos a antibioticoterapia ou uso de antisépticos bucais nos
ultimos 45 dias.

4.4 Coleta das amostras

A coleta de material da cavidade bucal foi realizada por
meio de 10 ml de solucado fisiolégica esterilizada (NaCl a 0,85%)
tamponada com fosfato (PBS 0,1M e pH 7,4) contida em um recipiente
universal estéril descartavel. Os individuos realizaram bochecho com a
solugdo durante um minuto, devolvendo em seguida a solucao para o

mesmo recipiente.

Os recipientes foram mantidos em uma bolsa térmica com



gelo até serem transportados para o laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Odontologia de Sado José dos Campos/UNESP,
respeitando-se o periodo maximo de 3 h entre a coleta e o

processamento das amostras.

4.5 Processamento das amostras

As amostras de enxagle bucal foram centrifugadas por 10
minutos a 8.000xg e o sobrenadante foi descartado. O depésito foi
ressuspendido em 2,5ml de PBS e misturado em agitador de tubos
(Vortex) por 30 segundos, produzindo assim a suspensdo de
concentragéo final.

De cada amostra foi semeado 0,1ml em duplicata em
placas de Petri contendo Enterococcosel Agar (BBL, Franca). As placas
foram incubadas a 37° C por um periodo de 24 h. A aliquota excedente de
enxagUle bucal foi esterilizada e descartada.

Apés o crescimento, as colbnias foram examinadas
quanto as caracteristicas morfolégicas (pequena, marrom, brilhante e com
halo pigmentado) foram contadas obtendo-se o valor de unidades
formadoras de colbnias por mililitro (UFC/ml) de enxagie bucal.
(KONEMAN et al.**, 2008) (FIGURA 1). Foram realizados esfregacos em
laminas e corados pelo método de Gram para cada colbénia com
morfologia diferente. Para obtengao de culturas puras foram realizados os
seguintes procedimentos: as col6nias sugestivas foram semeadas em
Tryptic Soy Broth (TSB — Difco, Detroit, USA) e incubadas por 24 h a
37°C.



FIGURA 1 —Morfologia de colénias sugestivas de Enterococcus spp. em agar
Enterococcosel.

A seguir, uma aliquota de 0,1ml foi inoculada em 2ml de
BHI-glicerol (20%), incubadas por 24 h a 37°C e as culturas foram
mantidas em congelador a -20° C até a realiza¢do dos testes posteriores.

4.6 Identificacao das amostras

As culturas puras foram semeadas em agar Columbia
acrescido de sangue a 10% (Difco, Detroit, USA) e incubadas por 24 h a
37°C, e em seguida identificadas utilizando o sistema API 20 Strep (Bio-
Merieux, Franca), de acordo com as instrucdes do fabricante (FIGURA 2).
Foi preparada uma suspensdo em 3ml de agua destilada esterilizada,

padronizada na escala 0,5MacFarland (Bio-Merieux, Franga). A
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suspensao entdo foi inoculada nas galerias do Kit de Identificacao API 20
Strep. Para alguns testes foi adicionado a suspensdao APl GP Medium
(Bio-Merieux, Franga) e posteriormente inoculadas nos respectivos tubos.
Para as condicoes de anaerobiose necessarias em alguns testes, foi
adicionado 6leo de parafina na parte superior das respectivas cupulas dos
tubos. As galerias foram incubadas a 37°C e a leitura realizada em duas
etapas apos 4 e 24 h de incubagédo. A leitura dos testes foi realizada
consultando o quadro de leitura fornecido no manual do kit. Apds 4 h de

incubacéo, os resultados foram anotados em formulario proprio do kit.

FIGURA 2 —Kit de identificagdo API 20 strep (Biomerieux, Franca)

Alguns testes necessitaram ser revelados por meio da
adicao de reagentes e a leitura dos resultados foi realizada apds 10
minutos da adigdo do mesmo. Apds a primeira leitura, as galerias foram
retornadas a estufa a 37°C até completar 24 h de incubacao. Apos esse
periodo foi realizada a leitura dos demais testes. Os resultados
apresentados em cddigo numérico foram inseridos no programa APIWEB®
que codifica a espécie testada pelo programa de identificacao fornecido
pela empresa, sendo adotada como porcentagem aceitavel de

idenfificacao valor acima de 75%.
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4.7 Testes de suscetibilidade aos antibioticos

A concentracdo  minima inibitéria  (CIM)  dos
antimicrobianos foi determinada de acordo com metodologia CLSI™
(2003). Os antimicrobianos foram esterilizados por filtracao (Membrana
filtrante Millipore - 0,22um) e adicionados ao meio Mueller-Hinton (Difco,
Detroit, USA). Foram preparadas séries de placas contendo
concentracbes de cada antimicrobiano, em diluicbes sequienciais com
concentracbes entre 1pg/ml e 64 pg/ml. As cepas bacterianas
identificadas foram semeadas com o auxilio de replicador de Steers e
incubadas a 37°C por 24h. A leitura foi feita pela observagédo de presenca
ou auséncia de crescimento de colénias na superficie do &gar,
determinando-se o valor da concentragdo inibitéria minima (CIM). Foi
avaliada a sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos amoxicilina,
ampicilina, tetraciclina, vancomicina. ciprofloxacina, cloranfenicol,
gentamicina e eritromicina (TABELA 1). Os resultados dos testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos foram expressos como intervalos de
variacao entre os valores minimos e maximos de CIM para cada espécie
e também como valores de CIMsy, e CIMg, que representam
respectivamente a inibicdo de 50% e 90% dos isolados em cada grupo.

4.8 Analise dos dados

Para analise de diferengas de unidades formadoras de coldnias por
mililitro entre os grupos etarios, foi utilizado os testes ANOVA Kruskal-
Wallis e Teste Dunn (5%).
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Para comparacao entre os géneros masculinos e femininos, foi
utilizado o teste de qui-quadrado. Entretanto foi utilizado os testes ANOVA
Kruskal-Wallis e Teste Dunn (5%) para comparacao entre as faixas

etérias num mesmo género.

Para a andlise da distribuicdo de Enterococcus faecalis e amostras
nao-enterococos por faixa etéria foi utilziado analise de propor¢édo de qui-

quadrado.

Tabela1— Apresenta o0s normas interpretativas do teste da

concentracao inibitéria minima (ug/mL) para os antibiéticos testados.

Sensivel Intermediario Resistente

Cloranfenicol <8 16 >32
Eritromicina <0,5 1-4 >8
Amoxicilina <8 - > 16
Ampicilina <8 - > 16
Tetraciclina <4 8 > 16
Vancominicina <4 8-16 > 32

ciprofloxacina* - - -
Gentamicina* - - -

* N&o existe normas interpretativas para o antibiético para a avaliagdo no CLSI™
(2003).
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5 RESULTADOS

Considerando a populagao total analisada (n=240), foram
observados que 16,6% dos individuos foram positivos para Enterococcus

spp. na cavidade bucal com média de 121,73UFC/ml.

Analisando a populacdo estratificada pela faixa etéria,
observou-se que 10% dos pacientes de 4-11 anos (média = 88UFC/mI)
apresentaram Enterococcus spp. na cavidade bucal. Este valor foi de 4%
no grupo de pacientes entre 12-17 anos (média = 1TUFC/ml), 14% para o
grupo de 18-34 anos (média= 3,5UFC/ml), 30% dos pacientes entre 35-59
anos (média = 216UFC/ml) e 25% no grupo acima de 60 anos (média =
224UFC/ml) (FIGURA 3).
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FIGURA 3 — Distribuicao das contagens, em unidades formadoras de col6nia por
mililitro (UFC/ml), observado para cada faixa etéria estudada.



A andlise descritiva das contagens de unidades
formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mI) de Enteroccocus spp. para

cada grupo esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Andlise descritiva das contagens de Enterococcus spp.,
expressas em unidades formadoras de colbnias por mililitro
(UFC/ml), observadas para cada faixa etaria

n média dp mediana min max coef. var (%)

04 -11anos 50 88  344,7 0 0 2050 391,73
12-17anos 50 1 4,949 0 0 25 494,87
18-34 anos 50 3,5 8,76 0 0 25 250,36
35-59 anos 50 216 954 0 0 6425 442,65
60+ anos 40 224 670 0 0 2875 298,81

n - niumero de pacientes; dp - desvio padrao; min - minimo; max - maximo; coef.
var. - coeficiente de variacao

Os resultados individuais das contagens de Enterococcus
spp. a partir dos enxagues bucais, expressos em unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/ml), estdo apresentados no Apéndice
(APENDICE ).

A comparacao dos valores de UFC/ml entre os grupos
demonstrou que houve diferenga entre os grupos estudados (p=0,0019).
O teste de Dunn indicou diferenga entre o grupo de 12-17 anos em
relacdo aos grupos 35-59 anos (p=0,0004) e acima de 60 anos (p=0,004).

Analisando a populacdo estudada segundo o género,
observa-se que 63,33% do grupo feminino (n=152) e 36,67% do grupo
masculino (n=88) foram positivos para Enterococcus spp. na cavidade
bucal. Nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre as
medianas de UFC/ml observada para os géneros masculino e feminino
(p=0,3645).
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Comparando-se as diferentes faixas etarias dentro do

grupo feminino, observou-se diferenca estatisticamente significante entre

0s grupos de 12-17 anos e 35-59 anos (p=0.0031). Esta diferenca nao foi

detectada entre os grupos etarias do género masculino (p=0,2115).

Os resultados da distribuicdo das espécies identificadas

nos diferentes grupos etarios estao expressos na Tabela 3. Foi observada

associacao entre espécies de Enterococcus spp. em 3 pacientes.

Tabela 3 — Distribuicdo de cepas de Enterococcus observada em cada

faixa etaria
Fai();a:‘gtsa)ria E. faecalis | E. faecium | E. durans | E. avium | Total
4a11 18 1 0 0 19
12217 1 0 1 0 2
18 a 34 6 2 0 2 10
35259 37 2 8 1 48
60+ 30 12 0 2 44
Total 92 17 9 5 123

* sexo: feminino, 152 (63,33%); masculino, 88 (36,67%)

Observou-se maior prevaléncia de E. faecalis em todos os

grupos etarios estudados (p=0.000), seguido de E. faecium, E. durans e

E. avium, como observado na FIGURA 4.
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FIGURA 4 —Distribuicdo de identificacdo das amostras de Enterococcus spp.
divididos entre as faixas etérias.

E. faecalis representou 74% de todas amostras
identificadas. Porcentuais de 94,73% no grupo de pacientes de 4-11 anos,
50% de 12-17 anos, 60% de 18-34 anos, 77,08% de 35-59 anos e 68,18%
acima de 60 anos das amostras de cada grupo foram identificadas como

E. faecalis.

E. faecium representou 13,82% dos isolados,
apresentando maior prevaléncia no grupo de pacientes acima de 60 anos
(27,27%), seguido de 18-34 anos (20%), 4-11 anos (5,26%), 35-59 anos

(4,16%) e 12-17 anos, no qual nao foi encontrada a referida espécie.

Um total de 7,31% dos isolados clinicos obtidos foi
identificado como E. durans. O grupo de pacientes entre 12-17
apresentou a maior prevaléncia dessa espécie (50%), seguido de 35-59

anos (16,66%). Os demais grupos nao apresentaram esta espécie.

Observou-se menor prevaléncia de E. avium dentre os
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isolados clinicos dos pacientes pesquisados, ndo tendo sido identificado
nos grupos de pacientes entre 4-11 anos e 12-34 anos. Observamos
prevaléncia desta espécie de 20% para o grupo de 18-34 anos, 2,27%

acima de 60 anos e 2,08% de 35-59 anos.

Os valores de CIM dos isolados de Enterococcus spp.
testados estédo representados na Tabela 6.

A Tabela 4 apresenta os valores de CIM90 e CIM50 dos
antibidticos: ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, eritromicina,
amoxicilina, ampicilina, tetraciclina e vancomicina para o total das

amostras de Enterococcus spp. avaliadas.

Tabela 4 — Valores de CIM90 e CIM50 dos antibiéticos para os isolados
de Enterococcus spp. avaliados (em pg/ml)

Antibiético CIMg CIMs  Minimo/Maximo % Resistentes
ciprofloxacina >64 16 1a64 39,4
cloranfenicol 32 16 1a64 2,75
eritromicina >64 4 1a64 16,5
gentamicina 16 16 1a64 3,6
amoxicilina 32 2 1a64 9,17
ampicilina 16 4 1a64 3,6
tetraciclina .64 16 1a64 15,5
vancomicina 8 2 1a64 14,6

A Tabela 5 apresenta os valores de CIM90' CIM50 e
intervalo de CIM das amostras de Enterococcus spp. distribuidas por

espécie frente aos antibiéticos testados.
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Tabela 5 — Valores de CIM90 e CIM50 (ug/ml) para cada espécie de
Enterococcus avaliadas frente aos antibi6ticos testados

Antibidticos Espécies
E. faecalis E. durans E. faecium E. avium

amoxicilina

CIM 90 4 8 > 64 16

CIM 50 2 2 2 2

Minimo/maximo 1-64 1-8 1-64 1-16

ampicilina

CIM 90 4 8 16 8

CIM 50 8 2 8 2

Minimo/maximo 1-64 2—-8 4-16 2—-8

tetraciclina

CIM 90 >64 64 > 64 > 64

CIM 50 16 4 4 32

Minimo/maximo 1-64 2—-64 1-64 1-64

vancomicina

CIM 90 64 > 64 64 8

CIM 50 4 1 1 1

Minimo/maximo 1-64 1-64 1-64 1-64

ciprofloxacina

CIM 90 > 90 > 64 > 64 > 64

CIM 50 32 4 64 4

Minimo/maximo 2—64 4 —64 1-64 4 -64

cloranfenicol

CIM 90 32 64 32 8

CIM 50 16 16 16 1

Minimo/maximo 1—-64 2—-64 2—64 1-64

eritromicina

CIM 90 > 64 > 64 > 64 > 64

CIM 50 4 1 8 8

Minimo/maximo 1-64 1-64 1-64 4-64
_gentamicina

CIM 90 16 16 32 8

CIM 50 16 8 16 4

Minimo/maximo 1-64 1-16 1-64 4-8

Os porcentuais dos isolados de cada espécie de
Enterococcus classificados como sensiveis, intermediarios ou resistentes
estdo representados nos graficos abaixo. N&o foram realizadas
interpretagdes para os antimicrobianos ciprofloxacina e gentamicina por
nao apresentarem pontos de corte definidos pelo CLSI™ (2003) para esta
metodologia.



A FIGURA 5 representa os porcentuais dos isolados
quanto a sua suscetibilidade pela classificagdo no CLSI'™ (2003) para E.
faecalis. Podemos observar que 75% das amostras de E. faecalis
testadas foram sensiveis para vancomicina, 13% intermediarias e 12%
resistentes. Para amoxicilina, 84% das amostras foram sensiveis e 16%
apresentou resisténcia a este farmaco. Um total de 82% das amostras
foram sensiveis e 18% resistentes a ampicilina. Para tetraciclina,
observou-se que 33% das amostras foram sensiveis, 13% intermediarias
e 54% resistentes. Um total de 12% das amostras foram sensiveis ao
cloranfenicol, 68% apresentaram como intermediarias e 20% das cepas
foram resistentes ao farmaco. Foi observado que 54% das amostras
testadas de E. faecalis apresentaram nivel intermediario e 46%

resistentes a eritromicina.
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FIGURA 5 — Classificagdao em Sensivel, Intermediario e Resistente de acordo
com os pontos de corte do CLSI'™ (2003) para Enterococcus
faecalis.

A FIGURA 6 apresenta os resultados de suscetibilidade
obtidos para E. faecium. Sessenta e nove por cento das amostras

apresentaram sensiveis a vancomicina, 6% intermediario e 25% das
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amostras apresentam resisténcia ao farmaco. Para o teste com
amoxicilina, 94% e 6% das amostras foram respectivamente sensiveis e
resistentes aos testes de suscetibilidade. Um total de 63% das amostras
foram sensiveis e 37% foram resistentes a ampicilina e tetraciclina. Seis
por cento das amostras foram sensiveis ao cloranfenicol, 75%
intermediario e 10% resistentes. Para eritromicina, 44% dos isolados
apresentaram suscetibilidade de nivel intermediario e 56% resistentes a

essa droga.

m Sensivel O Intermediario m Resistente

FIGURA 6 — Classificacdo em Sensivel, Intermediario e Resistente de acordo
com os pontos de corte do CLSI"™ (2003) para Enterococcus
faecium.

A FIGURA 7 apresenta os resultados obtidos para E.
avium. Para o teste de suscetibilidade de E. avium frente a vancomicina,
foi observado que 75% das amostras se apresentaram sensiveis a esse
farmaco e 25% sensibilidade de nivel intermediario. Setenta e cinco por
cento das amostras foram sensiveis e 25% resistentes a amoxicilina.
Todas as amostras (100%) foram resistentes a ampicilina. Para o teste
frente a tetraciclina foi observado que 25% de Enterococcus avium foram

sensiveis ao farmaco e 75% foram resistentes. Para as amostras de
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Enterococcus avium frente ao cloranfenicol, foi observada que 50% das
amostras foram sensiveis e os outros 50%, resistentes ao farmaco. Um
total de 75% dos isolados foram resistentes e 25% de sensibilidade de

nivel intermediario a eritromicina.
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FIGURA 7 — Classificagdo em Sensivel, Intermediario e Resistente de acordo
com os pontos de corte do CLSI™® (2003) para Enterococcus avium.

A FIGURA 8 apresenta os resultados para E. durans. Os
testes de suscetibilidade a vancomicina mostraram que 83% das
amostras foram sensiveis e 17% resistentes a esse farmaco. Todas as
amostras testadas foram sensiveis a amoxicilina e resistentes a
ampicilina. Cinqlenta por cento das amostras de E. durans foram
sensiveis a tetraciclina e 50% resistentes. Podemos observar que 17%
das amostras de E. durans foram sensiveis para cloranfenicol, 50%
intermediario e 33% resistente ao farmaco testado. Oitenta e trés por
cento das amostras apresentaram sensibilidade intermediaria a

eritromicina e 17% apresentou resisténcia ao farmaco.
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FIGURA 8 — Classificagdo em Sensivel, Intermediario e Resistente de acordo
com os pontos de corte do CLSI"'® (2003) para Enterococcus durans.



6 DISCUSSAO

A presenga de microrganismos oportunistas na cavidade
bucal pode ser um fator de risco para doencas sistémicas (DAHLEN'®,
1993), particularmente em pacientes imunocomprometidos. Garcia-
Garrote et al.®®* (2000) e Butler'® (2006) relataram que esses
microrganismos estao relacionados com sérias infeccoes do periténio,
podendo ainda causar septicemias, endocardites e meningites. Sakamoto
et al.®® (1999) relataram que linfonodos cervicais de pacientes com cancer

bucal apresentaram infecgéo por Enterococcus spp..

Enterococcus spp. sao considerados microrganismos
oportunistas (MARRA et al.°?, 2007). Possuem a capacidade de
sobreviver em ambientes desfavoraveis a maioria de outros
microrganismos, suportando altas temperaturas, exposi¢ao a alguns anti-
sépticos e consegue sobreviver por longo periodo de tempo em
superficies inanimadas (BUTLER'™, 2006). Contudo, poucos estudos
analisaram a prevaléncia de Enterococcus spp. na cavidade bucal.

Sedgley et al.”” (2006), estudando uma populagdo de 21
pacientes sob tratamento odontolégico na Faculdade de Odontologia da
Universidade de Michigan, verificaram que maior nUmero de pacientes
com gengivite ou periodontite apresentavam E. faecalis em relagdo a
pacientes com periodonto saudavel. Em outro estudo, Sedgley et al.”
(2005) verificaram que E. faecalis estava presente na cavidade bucal de
11% de pacientes sob tratamento endodéntico e em 1% dos estudantes
de Odontologia sem histéria de tratamento endodéntico anterior. Chomicz

et al." (2004) verificaram maior prevaléncia de Enterococcus spp. na



cavidade bucal de pacientes portadores de diabetes mellitus insulino-
dependentes (n=15) (60%), quando comparados a pacientes controle
(n=15) (6,6%).

Enterococos tém sido frequentemente associados com
infeccdes nosocomiais e isto pode ser atribuido a sua caracteristica de
sobreviver em ambientes hostis (SEDGLEY et al.”®, 2005). Por outro lado,
a resisténcia de espécies de Enterococcus a diversos antimicrobianos, em
particular a vancomicina, tem sido citada na literatura como um problema
crescente (RICE®*, 2001, COLERI et al.'®, 2004; MASCHIETTO et al.,
2004; FRANZETTI et al.*°, 2004; WERNER et al.®°, 2007).

Assim, o presente estudo foi delineado visando contribuir
para o conhecimento da presenca de Enterococcus spp. na cavidade
bucal, analisando individuos pertencentes a diferentes faixas etarias. No
planejamento do projeto, objetivou-se analisar individuos controle para
condicoes bucais e sistémicas, ja que a literatura carece de informacoes
que sirvam como base para estudos em pacientes com condicdes
predisponentes para infeccoes oportunistas. Outrossim, objetivou-se
analisar a suscetibilidade aos antimicrobianos propostos pelo CLSI™
(2003) dos isolados obtidos, com o intuito de verificar-se a possibilidade
da cavidade bucal ser um reservatério de amostras resistentes aos

antimicrobianos.

Varios estudos utilizaram métodos moleculares para a
deteccdo especifica de E. faecalis (ZOLETTI et al.®6, 2006; FOUAD et
al.?®, 2005; FOSCHI et al.?”, 2005). Sedgley et al.”” (2006) analisaram por
PCR a presenca de E. faecalis em varios sitios na boca incluindo sulco
gengival e canais radiculares, verificando maior prevaléncia em ventre de
lingua e mucosa jugal de pacientes adultos. Porém, E. faecium tem sido

citada como patégeno humano relacionado com infec¢cdes nosocomiais

57



tais como em casos de endocardite, bacteriemia e infec¢cdes do trato
urinario (FRANZETTI et al.®®, 2004). Assim, a pesquisa de outras

espécies nao-faecalis de enterococos € de importancia crescente.

Para que o objetivo do presente estudo fosse
contemplado, em particular no estudo da suscetibilidade aos
antimicrobianos e a presenca de outras espécies de Enterococcus,
adotou-se 0 método de cultura de enxaglies bucais. A coleta de amostra
bucal clinica foi realizada segundo preconizado por Samaranayake et al.®*
(1998). Estes autores sugerem o uso desta técnica para obtencao de um
screening microbiolégico da cavidade bucal, o que vem de encontro com

o objetivo deste estudo.

Para o estabelecimento do protocolo a ser utilizado para o
isolamento de amostras sugestivas de Enterococcus spp. foram testados
0s seguintes meios de cultura: agar bile esculina (Himedia, India), agar m
Enterococcus (Difco, Detroit, USA) e agar Enterococcosel (BD, Franca).
Amostras de enxagle bucal foram semeadas nos trés meios de cultura

simultaneamente para a verificacao do crescimento.

O agar bile esculina apresentou somente col6nias
brancas e pequenas, sendo que algumas destas coldénias desenvolviam
halo marrom em &agar Enterococcosel. O mesmo ocorreu com 0 agar m
Enterococcus, onde se desenvolvia somente colbnias pequenas e
idénticas. Assim, concluiu-se que estes nao diferenciavam de forma
satisfatéria colbnias sugestivas de enterococos a partir da amostra de

enxague bucal.

Diversos testes bioquimicos, tais como reagdes de
fermentacdo, hidrélise de pirrolidonil-B-naftilamida (PYR), motilidade,

produc@o de pigmentos, sdo necessarios para diferenciar as espécies de
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Enterococcus (ANDRE et al.?2, 2005; KONEMAN et al.**, 2008). Segundo
Winston et al.? (2004), os métodos tradicionais para identificar espécies
de Enterococcus sao dispendiosos em custo, tempo e esforcos, assim, o
sistema API 20 Strep foi selecionado para a identificacao dos isolados por
ser um método mais rapido, dispensando a padronizacdo dos diversos
testes necessarios a identificacdo. Sedgley et al.”* (2004) também
utilizaram crescimento em agar 6,5% NaCl a 42°C associado ao API 20
Strep para identificacdo dos isolados. Estudos anteriores (GARCIA-
GARROTE et al.*?, 2000; MIHAILA-AMROUCHE et al.*, 2004; SADER et
al.%”, 1995) relataram que o sistema API 20 Strep possui grande acuracia
na identificacdo de Enterococcus.

O valor médio obtido para as contagens de Enterococcus
spp. considerando a populagdo total de individuos positivos para o
microrganismo na cavidade bucal foi de 121,73UFC/ml. Este valor foi
bastante inferior ao observado por Sedgley et al.”* (2004) de 1 x 10 a 6 x
10°UFC/ml. Esta diferenca pode estar associada as diferencas na
composicao da populagdo positiva para o género (11 pacientes sob
tratamento endodéntico e 1 estudante de Odontologia) e 0 meio de cultura
utilizado (a4gar bile esculina). Além disso, observa-se na metodologia do
estudo que pacientes portadores de préteses ndo foram excluidos, o que
também pode ter contribuido para a observacdo de contagens mais
elevadas. A metodologia para coleta clinica foi a mesma utilizada em
ambos os estudos (enxagie bucal). Por outro lado, nossos dados
concordam com este mesmo grupo (SEDGLEY et al.”®, 2005) em estudo
posterior que relataram contagens de 30 a 240UFC/ml a partir de

enxagules bucais obtidos de pacientes sob tratamento endoddntico.

A literatura relata que a maior parte das infeccbes por
Enterococcus spp. origina-se da microbiota normal do intestino do

paciente, embora possam também ser transferidos de paciente para
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paciente ou adquiridos através do consumo de &agua ou alimentos
contaminados (BLANCH et al.8, 2003; LINDEN e MILLER®, 1999; ANDRE
et al.?, 2005; MIRANDA et al.*®, 2005; PETERSEN e DALSGAARD®',
2003). Araya et al.®° (2005) e Miranda et al.*® (2005) relataram que cepas
de Enterococcus spp. resistentes aos antimicrobianos, podem ser
transmitidas através da alimentacao, levando a ocorréncia de doengas. O
leite contém microrganismos de importdncia na Saude Publica,
destacando-se E. faecalis e E. faecium. Essas bactérias sao resistentes
ao calor e podem resistir a processos de pasteurizagdo do leite (ARAYA
et al.°, 2005). Porém, ainda ndo existem estudos conclusivos sobre a
origem dos enterococos presentes na cavidade bucal. Nos resultados
obtidos, observou-se que houve maior niumero de individuos positivos
para Enterococcus spp. acima dos 35 anos, seguido por criancas de 4 a
11 anos. Baseando-se na hipétese de que enterococos sdo originarios do
consumo de agua ou alimentos contaminados, podemos inferir que
quanto maior a idade, maior a possibilidade de o individuo ter contato e
ser colonizado por esses microrganismos. Na populacéo infantil, pode-se
sugerir contaminacao por meio das maos ou pelo maior consumo de leite
por individuos desta faixa etaria. A menor prevaléncia na faixa etaria 13-

17 e 18-34 anos é um resultado que merece maior investigagao.

E. faecalis foi a espécie mais frequentemente isolada em
todos os grupos estudados e este resultado esta de acordo com Butler'®
(2006) que relatou que E. faecalis e E. faecium sao as espécies mais
prevalentes e juntas correspondem mais de 80% dos isolados clinicos.
Nao existem resultados anteriores com individuos de diferentes faixas
etarias para que seja possivel comparacao da prevaléncia das espécies
por idade.

Poucos estudos avaliaram a suscetibilidade aos

antimicrobianos de isolados bucais. Sedgley et al.”* (2004) analisaram
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isolados provenientes de dentes endodonticamente comprometidos e
verificaram que os isolados foram sensiveis a ampicilina, penicilina,
gentamicina e vancomicina. Apenas 2 isolados foram resistentes a
tetraciclina. Em nosso estudo, observou-se porcentual mais elevado de
amostras resistentes, sendo 12% para vancomicina, 16% para
amoxicilina, 54% tetraciclina, 18% para ampicilina, 20% para cloranfenicol
e 46% para eritromicina. Chai et al.'? (2007) verificaram a susceptibilidade
de E. faecalis do biofilme dental para antibiéticos e hidréxido de calcio, e
0os resultados revelaram que hidréxido de calcio, eritromicina e
oxitetraciclina foram totalmente eficientes, eliminando E. faecalis presente
no biofilme depois de 1 h de exposi¢cédo. Por outro lado, a ampicilina, a
cotrimoxazol, a vancomicina e a vancomicina seguida de gentamicina
foram incapazes de erradicar totalmente as bactérias presentes no
biofilme. Nossos dados sugerem que a cavidade bucal pode ser um
reservatorio de enterococos resistentes a antibidticos, o que pode ter

importante implicagéo clinica em pacientes imunocomprometidos.

Em Odontologia, espécies de Enterococcus s&o
associadas com quadros de doengas endodénticas e periapicais (FOUAD
et al.”®, 2005; DUGGAN e SEDGLEY?’, 2007; FOSCHI et al.*’, 2005;
FIGDOR et al.*®, 2003; JOHNSON et al.*°, 2006; APPELBE e SEDGLEY*,
2007; KAUFMAN et al.*?, 2005; KAYAOGLU e ORSTAVIK®, 2004;
EVANS et al.?®, 2002; SEDGLEY et al.”®, 2005; SEDGLEY"®, 2007). A
associacdo de Enterococcus spp. com casos de insucesso da terapia
endodobntica, assim como a resisténcia aos medicamentos utilizados nos
procedimentos também sao citados na literatura. Gomes et al.*® (2004),
analisaram sistema de canais radiculares em dentes com necrose pulpar
associados a falhas no tratamento endodéntico. Os autores verificaram
que a taxa de insucesso deve-se a predominancia de bactérias
anaerobias facultativas Gram-positivas, especialmente E. faecalis.

Estudos in vitro demonstram que esses microrganismos podem
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permanecer viaveis no sistema de canais radiculares por 12 meses
(SEDGLEY et al.”®, 2005). Fouad et al.?® (2005) relataram a prevaléncia
de 27% a 56% de E. faecalis em culturas de casos resistentes a terapias
endoddnticas. Zoletti et al.*® (2006) verificaram que E. faecalis estio
freqientemente presentes em infecgdes endoddnticas secundarias e
lesbes periapicais. E. faecalis apresentam resisténcia aos efeitos
antimicrobianos do hidroxido de célcio, medicamento freqlientemente
empregado na terapia endodéntica (EVANS et al.?®, 2002; APPELBE e
SEDGLEY*, 2007). Kayaoglu e Orstavik*® (2004) sugeriram que o
pequeno aumento de pH de até 8,5, que pode ser resultante do uso de
medicagéo alcalina como o hidroxido de célcio, aumenta a habilidade de
adesao de E. faecalis ao colageno in vitro e este pode ser 0 mecanismo
critico pelo qual este microrganismo pode persistir em infeccoes
endodénticas. Assim, pretende-se em estudos futuros, avaliar também a
suscetibilidade dos isolados a medicamentos empregados na terapia

endodobntica.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que:

a) 16,6% dos individuos estudados foram positivos para
Enterococcus spp. na cavidade bucal,

b) Maior numero de individuos acima de 35 anos foram

positivos para Enterococcus spp. na cavidade bucal;

c) Nao foi observada diferenga entre a prevaléncia de
Enterococcus spp. na cavidade bucal de individuos do

género feminino e masculino;

d) Do total de isolados de Enterococcus spp., 12% foram
resistentes a vancomicina, 16% a amoxicilina, 54% a
tetraciclina, 18% a ampicilina, 20% a cloranfenicol e

46% a eritromicina.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, Edson Yukio Komiyama, cirurgido dentista, CROSP 87808, sob a
orientagdo da Profa. Dra. Cristiane Yumi Koga Ito, portador do CPF 283.802.698-
45, RG 30.238.709-2; estabelecido na Rua Elisa Costa Santos 208; apto 21 CEP
12 245-380, na cidade de Sao José dos Campos, cujo telefone de contato (12)
3947 9033, vamos desenvolver uma pesquisa cujo titulo é “Prevaléncia e
susceptibilidade aos antimicrobianos de Enterococcus ssp. na cavidade bucal
humana”.

O objetivo deste estudo sera avaliar a presenga de um microrganismo
chamado Enterococcus spp. na boca de pessoas em diversas faixas etarias e
verificar se estes microrganismos sdo sensiveis aos antibidticos. A coleta do
material da boca sera feita bochechando solugéo fisiol6gica durante 1 minuto e
depois deste periodo este material deve ser depositado no coletor que estamos
fornecendo. A solugéo fisiolégica é esterilizada e ndo traz nenhum risco a sua
salde.

O Sr (a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre
qualquer esclarecimento de eventuais duvidas e sobre o andamento do trabalho.
Se tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia
de Sao José dos Campos — UNESP, situada na Av. Eng. Francisco José Longo,
777, CEP 12 245-000, em Sao José dos Campos, Fone: 3947 9033. Informo que
sera garantida a liberdade de retirada do consentimento a qualquer momento e
assim deixar de participar do estudo. Também n&o havera custo nem pagamento
pela colaboragéo.

Termo de consentimento livre e esclarecido

Acredito ter sido esclarecido a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Prevaléncia e susceptibilidade aos
antibiéticos de Enterococcus ssp. isolados da cavidade bucal humana” e
concordo em participar sabendo quais os propésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes, e que a minha participagdo nao implicard em
nenhuma despesa. Concordo em participar voluntariamente deste estudo e com
a publicagdo anbénima dos dados gerados por ele. Poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidade, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data: / / RG:

Nome do paciente:

Enderego completo

Assinatura do participante Assinatura do Pesquisador
ou responsavel
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APENDICE B - Ficha clinica

Ficha:
FICHA CLINICA
Nome:
Idade: Sexo:
Data:

ANAMNESE- HISTORIA MEDICA

01. Esta tomando algum remédio? ( ) Sim ( ) Nao Qual?

02. Tomou antibiético nos ultimos 45 dias? ( ) Sim ( ) Nao

03. Utilizou algum antiséptico bucal nos ultimos 45 dias? ( ) Sim ( ) Néao
04. Esta gravida? ( ) Sim ( ) Nao

05. E diabético? ( ) Sim ( ) Nao

06. Fumante? ( ) Sim ( ) Nao
07. Dependente quimico? ( ) Sim ( ) Nao
08. Etilista? ( ) Sim ( ) Nao

09. Ha alguma outra informacdo importante sobre sua saude que néo foi
perguntado e que deseje comentar?

EXAME CLINICO

01. Usuario de PT/PPR/Aparelho ortoddntico? ( ) Sim ( ) Nao
02. Usuario de Prétese Fixa, Coroa etc? ( ) Sim ( ) Nao

03. Edentulo Total? ( ) Sim ( ) Nao

04. Lesdes de candidose bucal? ( ) Sim ( ) Nao
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APENDICE C

QUADRO 1 - Resultados individuais das contagens de Enterococcus spp.
a partir dos enxagies bucais, expressos em unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mI), faixa etéria, género e identificagcdo das
amostras isoladas.

Amostra UFC/mL Faixa etaria Género Identificacdo das amostras
AF01 0 04-11 feminino

AF02 0 04-11 feminino

AF03 0 04-11 feminino

AF04 0 04-11 feminino

AF05 0 04-11 feminino

AF06 0 04-11 feminino

AF07 0 04-11 feminino

AF08 2050 04-11 feminino E. faecalis
AF09 0 04-11 feminino

AF10 0 04-11 feminino

AF11 0 04-11 feminino

AF12 0 04-11 feminino

AF13 0 04-11 feminino

AF14 0 04-11 feminino

AF15 0 04-11 feminino

AF16 0 04-11 feminino

AF17 0 04-11 feminino

AF18 350 04-11 feminino

AF19 0 04-11 feminino E. faecalis; E. faecium
AF20 0 04-11 feminino

AF21 150 04-11 feminino E. faecalis
AF22 0 04-11 feminino

AF23 0 04-11 feminino

AF24 0 04-11 feminino

AF25 0 04-11 feminino

AMO1 650 04-11 masculino E. faecalis
AMO02 0 04-11 masculino

AMO03 0 04-11 masculino

AMO04 0 04-11 masculino

AMO5 1200 04-11 masculino E. faecalis




QUADRO 1 - Resultados individuais das contagens de Enterococcus spp.
a partir dos enxagies bucais, expressos em unidades formadoras de

colénias por mililitro (UFC/mI), faixa etéria, género e identificagdo das

amostras isoladas. (continuacéo)
Amostra UFC/mL Faixa etaria | Género Identificacdao das amostras
AMO06 0 04-11 masculino
AMO7 0 04-11 masculino
AMO08 0 04-11 masculino
AMO09 0 04-11 masculino
AM10 0 04-11 masculino
AM11 0 04-11 masculino
AM12 0 04-11 masculino
AM13 0 04-11 masculino
AM14 0 04-11 masculino
AM15 0 04-11 masculino
AM16 0 04-11 masculino
AM17 0 04-11 masculino
AM18 0 04-11 masculino
AM19 0 04-11 masculino
AM20 0 04-11 masculino
AM21 0 04-11 masculino
AM22 0 04-11 masculino
AM23 0 04-11 masculino
AM24 0 04-11 masculino
AM25 0 04-11 masculino
BFO1 0 12-17 feminino
BF02 0 12-17 feminino
BF03 0 12-17 feminino
BF04 0 12-17 feminino
BFO5 0 12-17 feminino
BF06 0 12-17 feminino
BF07 0 12-17 feminino
BF08 0 12-17 feminino
BF09 0 12-17 feminino
BF10 25 12-17 feminino E. faecalis
BF11 0 12-17 feminino
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80

QUADRO 1 - Resultados individuais das contagens de Enterococcus spp.
a partir dos enxagies bucais, expressos em unidades formadoras de

colénias por mililitro (UFC/mI), faixa etéria, género e identificagdo das

amostras isoladas. (continuacéo)
Amostra UFC/mL Faixa etaria  Género Identificacdao das amostras
BF13 0 12-17 feminino
BF14 0 12-17 feminino
BF15 0 12-17 feminino
BF16 0 12-17 feminino
BF17 0 12-17 feminino
BF18 0 12-17 feminino
BF19 0 12-17 feminino
BF20 0 12-17 feminino
BF21 0 12-17 feminino
BF22 0 12-17 feminino
BF23 0 12-17 feminino
BF24 0 12-17 feminino
BF25 0 12-17 feminino
BMO1 0 12-17 masculino
BMO02 0 12-17 masculino
BMO03 0 12-17 masculino
BMO04 0 12-17 masculino
BMO05 0 12-17 masculino
BMO06 0 12-17 masculino
BMO07 0 12-17 masculino
BMO08 0 12-17 masculino
BMO09 0 12-17 masculino
BM10 0 12-17 masculino
BM11 0 12-17 masculino
BM12 0 12-17 masculino
BM13 25 12-17 masculino
BM14 0 12-17 masculino
BM15 0 12-17 masculino
BM16 0 12-17 masculino
BM17 0 12-17 masculino
BM18 0 12-17 masculino
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QUADRO 1 - Resultados individuais das contagens de Enterococcus spp.
a partir dos enxagies bucais, expressos em unidades formadoras de

colénias por mililitro (UFC/mI), faixa etéria, género e identificagdo das

amostras isoladas. (continuacéo)
Amostra UFC/mL Faixa etaria  Género Identificacdao das amostras
BM20 0 12-17 masculino
BM21 0 12-17 masculino
BM22 0 12-17 masculino
BM23 0 12-17 masculino
BM24 0 12-17 masculino
BM25 0 12-17 masculino
CFo1 0 18-34 feminino
CF02 0 18-34 feminino
CF03 0 18-34 feminino
CFo4 0 18-34 feminino
CF05 25 18-34 feminino
CF06 0 18-34 feminino
CF07 0 18-34 feminino
CF08 0 18-34 feminino
CF09 0 18-34 feminino
CF10 0 18-34 feminino
CF11 0 18-34 feminino
CF12 0 18-34 feminino
CF13 25 18-34 feminino E. avium
CF14 0 18-34 feminino
CF15 0 18-34 feminino
CF16 0 18-34 feminino
CF17 0 18-34 feminino
CF18 0 18-34 feminino
CF19 25 18-34 feminino
CF20 0 18-34 feminino
CF21 0 18-34 feminino
CF22 0 18-34 feminino
CF23 0 18-34 feminino
CF24 25 18-34 feminino
CF25 0 18-34 feminino
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QUADRO 1 - Resultados individuais das contagens de Enterococcus spp.

a partir dos enxagies bucais, expressos em unidades formadoras de

colénias por mililitro (UFC/ml), faixa etéria, género e identificagdo das

amostras isoladas.

(continuacéo)

Amostra UFC/mL Faixa etaria  Género Identificacdao das amostras
CF27 0 18-34 feminino

CF28 0 18-34 feminino

CF29 0 18-34 feminino

CF30 0 18-34 feminino

CF31 25 18-34 feminino E. faecalis
CF32 0 18-34 feminino

CF33 25 18-34 feminino E. faecium
CF34 0 18-34 feminino

CF35 0 18-34 feminino

CF36 0 18-34 feminino

CF37 0 18-34 feminino

CF38 0 18-34 feminino

CF39 0 18-34 feminino

CF40 25 18-34 feminino E. faecalis
CF41 0 18-34 feminino

CF42 0 18-34 feminino

CF43 0 18-34 feminino

CF44 0 18-34 feminino

CMo1 0 18-34 masculino

CMo2 0 18-34 masculino

CMO03 0 18-34 masculino

CMo4 0 18-34 masculino

CMo05 0 18-34 masculino

CMo6 0 18-34 masculino

DFO1 0 35-59 feminino

DF02 0 35-59 feminino

DF03 0 35-59 feminino

DF04 25 35-59 feminino E. faecium
DF10 0 35-59 feminino

DF11 35-59 feminino

DF12 50 35-59 feminino E. faecalis
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QUADRO 1 - Resultados individuais das contagens de Enterococcus spp.
a partir dos enxagies bucais, expressos em unidades formadoras de

colénias por mililitro (UFC/mI), faixa etéria, género e identificagdo das

amostras isoladas. (continuacéo)
Amostra UFC/mL Faixa etaria  Género Identificacdao das amostras
DF13 25 35-59 feminino E. faecalis

DF14 6425 35-59 feminino E. faecalis

DF15 0 35-59 feminino

DF16 50 35-59 feminino E. faecalis; E. durans
DF17 0 35-59 feminino

DF18 0 35-59 feminino

DF19 0 35-59 feminino

DF20 0 35-59 feminino

DF21 325 35-59 feminino E. faecalis

DF22 0 35-59 feminino

DF23 0 35-59 feminino

DF24 0 35-59 feminino

DF25 0 35-59 feminino

DF26 2200 35-59 feminino E. faecalis; E. faecium; E. durans
DF27 0 35-59 feminino

DF28 0 35-59 feminino

DF29 0 35-59 feminino

DF30 0 35-59 feminino

DF31 25 35-59 feminino E. faecalis

DF32 25 35-59 feminino E. faecalis

DF33 0 35-59 feminino

DF34 50 35-59 feminino E. faecalis

DF35 0 35-59 feminino

DF36 0 35-59 feminino

DF37 25 35-59 feminino E. faecalis

DF38 300 35-59 feminino E. faecalis

DF39 0 35-59 feminino

DF40 0 35-59 feminino

DMO1 0 35-59 masculino

DMo02 600 35-59 masculino E. faecalis

DMO03 400 35-59 masculino E. durans
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QUADRO 1 - Resultados individuais das contagens de Enterococcus spp.
a partir dos enxagies bucais, expressos em unidades formadoras de

colénias por mililitro (UFC/mI), faixa etéria, género e identificagdo das

amostras isoladas. (continuacéo)
Amostra UFC/mL Faixa etaria  Género Identificacdao das amostras
DMo04 0 35-59 masculino

DMO05 0 35-59 masculino

DMO06 0 35-59 masculino

DMoO7 0 35-59 masculino

DMo08 0 35-59 masculino

DMO09 0 35-59 masculino

DM10 250 35-59 masculino E. faecalis
DM11 0 35-59 masculino

DM12 0 35-59 masculino

DM13 0 35-59 masculino

DM14 0 35-59 masculino

DM15 0 35-59 masculino

EFO1 725 60+ feminino E. faecalis
EF02 0 60+ feminino

EF03 0 60+ feminino

EF04 0 60+ feminino

EF05 0 60+ feminino

EF06 0 60+ feminino

EF07 450 60+ feminino E. faecalis
EF08 0 60+ feminino

EF09 1475 60+ feminino E. faecium
EF10 0 60+ feminino

EF11 0 60+ feminino

EF12 0 60+ feminino

EF13 25 60+ feminino

EF14 2875 60+ feminino

EF15 0 60+ feminino

EF16 75 60+ feminino

EF17 0 60+ feminino

EF18 0 60+ feminino

EF19 0 60+ feminino
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QUADRO 1 - Resultados individuais das contagens de Enterococcus spp.
a partir dos enxagies bucais, expressos em unidades formadoras de

colénias por mililitro (UFC/mI), faixa etéria, género e identificagdo das

amostras isoladas. (conclusao)
Amostra UFC/mL Faixa etaria  Género Identificacdao das amostras
EF20 0 60+ feminino

EF21 0 60+ feminino

EF22 0 60+ feminino

EF23 0 60+ feminino

EMO1 2875 60+ feminino E. faecalis
EMO02 25 60+ feminino E. faecalis
EMO03 0 60+ feminino

EMO04 0 60+ feminino

EMO05 0 60+ feminino

EMO06 0 60+ feminino

EMO07 0 60+ feminino

EMO08 250 60+ feminino E. faecalis
EMO09 200 60+ feminino E. faecalis
EM10 0 60+ feminino

EM11 0 60+ feminino

EM12 0 60+ feminino

EM13 0 60+ feminino

EM14 0 60+ feminino

EM15 0 60+ feminino

EM16 0 60+ feminino

EM17 0 60+ feminino




APENDICE D - Tabela 6 — Valores da concentragdo inibitéria minima

(CIM) de cada isolado de Enterococcus spp. frente aos antibidticos

testados

AMOSTRA ESPECIE CIPRO CLOR GENTA ERITRO VANCO AMOXI AMP TETRA
AF08a E. faecalis  [64]  [16] [16] [4] [8] 2 2 8]
AF08b E. faecalis  [>64]  [16] [16] 8] [8] 2 2 [>64]
AF08c E. faecalis  [>64]  [16] [16] [4] [<1] 21 [16] [4]
AF08d E. faecalis [4] 8] 8] [4] [4] 4 @& [<1]
AF08e E. faecalis [4]  [16] 8] [16] [4] 4 2 [>64]
AF18b E. faecalis  [32]  [32] [16] [4] [4] 2 2 [64]
AF18¢c E. faecium [4]  [32] [16] [4] [8] 2[4 [64]
AF18d E. faecalis  [64]  [16] [16] [4] [4] 2[4 [32]
AF21c E. faecalis  [>64]  [16] 2] [<1] [<1]  [64] [>64] [4]
AMO1a E. faecalis [>64] [16]  [>64] [8] [<1]  [16] [32] 8]
AMO1b E. faecalis  [>64]  [16] 8] [4] [<1]  [>64] [>64] [64]
AMO1c E. faecalis [4]  [32] 8] [16] [4]  [>64] [>64] [4]
AMO1e E. faecalis [4]  [16] [16] [16] [4]  [64] [64] 2]
AMO05a E. faecalis  [>64]  [32] [16] [4] 1]  [<1]  [8] [64]
AMO5¢ E.faecalis [>64] [16]  [>64] 2] [<1] B[4 [16]
AMO05d E. faecalis  [>64]  [16] [64] 2] [<1]  [>64] [8] [32]
AMO05e E. faecalis  [>64]  [16] [4] 2] [<1] 8 [<1] [16]
BF10a E. faecalis  [>64]  [16] [32] [4] [<1] 4 4 8]
CF05d E. avium [4]  [64] 8] [8] <] (6]  [8] [32]
CF13a E. avium [4] 8] 2] 2] 8 <1 [ [16]
CF19a E. faecalis  [>64]  [16] [16] [64] <1]  [<1] [16] [64]
CF24a E. faecalis 2] [16] 8] [>64] [8] B[4  [>64]
CF24d E. faecium [4]  [16] 6]  [>64] [<1] 2 [ [<1]
CF31c E. faecalis [4] 8] [<1] [16] <11 [«1]  [2 [4]
CF33a E. faecium 2] 8] 8] [16] [4] B8 8 [>64]
CF40a E. faecalis 2] [4] 8] [16] [<1] 4] 4]  [>64]
CF40b E. faecalis [4]  [16] [16]  [>64] 2] 2 [2 [>64]
DF04a E. faecium  [<1] 2] [4] <1]  [>64] 2 8 [4]
DF12a E. faecalis  [>64]  [16] 8] [8] [<1] 4] (8] [64]
DF12c E. faecalis [4]  [16] 8] [4] 2] 4 2 2]
DF12e E. faecalis  [32]  [64] 6]  [>64] [8] 2 [2 [>64]
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Tabela 6 — Valores da concentracao inibitéria minima (CIM) de cada

isolado de Enterococcus spp. frente aos antibidticos testados.
(continuacgao)

AMOSTRA ESPECIE CIPRO CLOR GENTA ERITRO VANCO AMOXI AMP TETRA
DF13a E. faecalis [2] [2] [<1] [<1] [<1] [4] [8] [2]
DF14b E. faecalis [>64] [16] [16] [4] [<1] [<1] [8] [64]
DF14d E. faecalis [>64] [<1] [<1] [>64] [<1] [>64] [8] [32]
DF14e E. faecalis [>64] [16] [64] [2] [<1] [>64] [8] [4]
DF16b E. faecalis [2] [2] [8] [<1] [<1] [<1] [4] [<1]
DF21a E. faecalis [64] [8] [64] [<1] [<1] [4] [<1] [8]
DF21b E. faecalis [>64] [16] [16] [4] [<1] [2] [4] [64]
DF21c E. faecalis [64] [32] [16] [4] [4] [2] [2] [>64]
DF21d E. faecalis  [>64] [16] [64] 8] [<1] [>64] 8] [32]
DF21e E. faecalis  [>64] [16] [64] 8] [<1] [>64] [8] [4]
DF26a E. durans [8] [16] [8] [4] [<1] [4] 2] [64]
DF26b E. faecalis  [8] [8] [8] 2 [<1] [4] [8] [64]
DF26¢c E. durans [4] [64] [16] [>64] 2] 2] 2] [16]
DF26d E. faecium [>64] [16] [64] [2] [<1] [>64] [8] [4]
DF26e E. faecalis [32] [16] [8] [<1} [<1] [<1] [4] [4]
DF32a E. faecalis [4] [8] [8] [32] [4] [2] [2] [8]
DF34a E. faecalis  [32] [64] [16] [>64] 8] 2] [4] [>64]
DF34b E. faecalis  [4] [>64]  [16] [>64] [4] 2] [4] [64]
DF37a E. faecalis  [8] [16] [16] [>64] [4] [4] 2] [64]
DF37b E. faecalis  [4] [16] [16] [>64] [8] [4] [4] 2]
DF38a E. faecalis  [32] [16] [16] [4] 8] 2] [4] [4]
DF38b E. faecalis  [64] [16] [16] [4] [<1] [<1] [16]  [32]
DF38e E. faecalis [4] [16] [8] [4] [4] [4] [2] [<1]
DM02a E. faecalis  [4] [32] [16] [8] [4] [4] 2] [<1]
DM02c E. faecalis  [64] [32] [16] 8] [4] [4] 8] [64]
DM02e E. faecalis  [4] [16] [16] [4] [4] [4] [4] 2]
DMO03a E. durans [4] 2 [<1] [<1] [<1] [<1] 2] 2
DMO03b E. durans [>64] [16] [<1] [<1] [<1] 2] 2] [4]
DM03d E. durans [>64] [32] [16] [<1] [<1] [4] [<1]  [16]
DM03e E. durans [4] [16] 8] [4] [<1] [8] [4] 2]
DM10a E. faecalis  [>64] [16] [16] [4] [<1] [4] [16]  [32]
DM10c E. faecalis  [>64] [16] [>64] 2 [<1] [16] [8] [>64]
DM10d E. faecalis [2] [16] [8] [4] [4] [4] [4] [64]
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Tabela 6 — Valores da concentracao inibitéria minima (CIM) de cada

isolado de Enterococcus spp. frente aos antibidticos testados.
(continuacgao)

AMOSTRA ESPECIE CIPRO CLOR GENTA ERITRO VANCO AMOXI AMP TETRA
DM10e E, faecalis  [64] [32] [16] 8] 8] 2] 8] [64]
EF01a E. faecalis [>64] [32] [16] [4] [4] [2] [2] [4]
EF01b E. faecalis [8] [16] [16] [4] [2] [2] [2] [8]
EFO1c E. faecalis  [8] [16] [16] 8] [4] [<1] 2] 2]
EF07a E. faecalis  [32] [16] [16] [>64] [4] 2] 2] [64]
EF07b E. faecalis  [64] [16] [16] [8] [<1] [<1] [16]  [64]
EF07¢c E. faecalis [>64] [16] [16] [4] [<1] [<1] [4] [64]
EF07d E. faecalis [>64] [16] [16] [2] [<1] [4] [8] [64]
EF07e E. faecalis [4] [16] [8] [4] [4] [4] [4] [64]
EF09a E. faecium  [>64] [16] [16] [16] [<1] 2] [16] 2]
EF09b E. faecium  [>64] [16] [16] [4] [<1] 21 (161  [4]
EF09c E. faecium  [4] [32] [64] 2 [<1] [<1] 2] [4]
EF09d E. faecium  [>64] [16] [32] 8] [<1] [>64] 8] [16]
EF09e E. faecium [>64] [>64] [16] [32] [<1] [4] [8] [>64]
EF13a E. faecalis  [8] [16] [16] 2 [<1] [<1] 8] [8]
EF13b E. faecium  [8] [16] [8] [4] [<1] [<1] (161  [4]
EF14a E. faecium  [>64] [16] [16] [32] [<1] [<1] 6] 2
EF14b E. faecium  [>64] [16] [8] [32] [<1] [<1] [16]  [4]
EF14c E. faecium  [>64] [16] 8] 8] [<1] [4] [16]  [32]
EF14d E. faecium  [4] 2 [16] [4] [<1] 2] [4] [16]
EF14e E. faecalis  [>64] [16] 8] 2 [<1] [<1] [16]  [64]
EF16a E. faecalis [4] [8] [8] [32] [<1] [4] [4] [<1]
EF16d E. faecium [8] [16] [8] [8] [<1] [<1] [8] [<1]
EMO1a E. faecalis  [32] [32] [8] [4] [4] 21 2] [>64]
EMO1b E. faecalis  [64] [32] 8] [>64] 8] 2] 2] [>64]
EMO1c E. faecalis  [32] [16] [8] [4] [8] 2] [4] [>64]
EMO1d E. faecalis  [64] [32] 8] [>64] 8] 2] [4] [>64]
EMO1e E. faecalis [4] [16] [8] [4] [8] [<1] [2] [64]
EMO02a E. faecalis [4] [16] [8] [>64] 2] [4] [2] [8]
EMO02b E. faecalis  [2] 2] [8] [4] 2] 2] <11 [<1]
EMO08a E. faecalis  [32] [16] [16] [>64] [4] 21 [4] 2]
EMO08b E. faecalis  [32] [16] [16] [>64] [4] [4] [4] [64]
EMO08c E. faecalis  [>64] [16] [16] [4] [<1] [<1] [4] 2]
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Tabela 6 — Valores da concentracao inibitéria minima (CIM) de cada

isolado de Enterococcus spp. frente aos antibidticos testados.
(conclusao)

AMOSTRA ESPECIE CIPRO CLOR GENTA ERITRO VANCO AMOXI AMP TETRA
EMO08d E. faecalis  [8] [16] [16] [16] 2] [8] 2] [16]
EMO08e E. faecalis  [>64] [16] [16] [4] [4] 2] [8] [8]
EMO09a E, faecalis  [>64] [16] [16] [>64] [<1] [64] [>64] [8]
EMO09b E. faecalis  [16] [32] [64] [<1] [<1] [8] [<1]1  [16]
EMO09c E. faecalis  [>64] [32] [64] 8] [<1] [>64] [8] [4]
EMO09d E. faecalis [4] [16] [8] [4] [4] [4] [2] [2]
EMO09e E. faecalis  [>64] [64] [16] [4] [<1] 2] [16] [64]
EM10b E. avium [>64] [>64]  [4] [8] [<1] 2] 2] [<1]
EM10e E. avium 8] 8] 8] [>64] [<1] 2] 2] [>64]
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em pesquisa envolvendo seres

humanos
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Komiyama EY. Prevaléncia e suscetibilidade aos antibidticos de
Enterococcus spp. isolados da cavidade bucal humana [dissertagao] Séo
José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos:
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the prevalence and antimicrobial
susceptibility of Enterococcus spp. isolated from the oral cavity of
individuals (n=240) with different ages (4 to 11, 12to 17, 18 to 34, 35 to 59
and 60+ years). Patients with diabetes mellitus, pregnant women,
smokers, edentulous, individuals under treatment with medications acting
of salivary composition and flow, dentures and orthodontic devices users,
and individuals under antibiotic or antiseptic use for the last 45 days were
excluded. Samples were collected by oral rinses and the isolation was
performed by using Enterococcosel agar. The isolates were identified by
API 20 Strep system and the evaluation of antimicrobial susceptibility were
performed by CLSI (2003) agar dilution methodology. Considering the total
population (n=240), 16.6% of the individuals were positive to Enterococcus
spp. in the oral cavity with mean value of 121.73cfu/ml. Higher number of
patients over 35 years were positive. Differences of enterococci counts
among the studied groups were observed (p=0.0019). Dunn’s test
indicated differences between the group of 12 to 17 years in relation to the
groups 35-59 years (p=0.0004) and over 60 years (p=0.004). No
statistically significant difference between the median values of cfu/ml of
male and female genders was observed (p=0.3645). E. faecalis was
prevalent in all the age groups (p=0.000). From the total of isolates 12%
were resistant to vancomycin, 16% to amoxicillin, 54% to tetracycline, 18%
to ampicillin, 20% to chloramphenicol and 46% to erythromycin.

Keywods: Enterococcus, prevalence, mouth
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