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LOBERTO, J. C. S. Staphylococcus spp. na cavidade bucal e na bolsa
periodontal de individuos com periodontite crénica: presen¢a e
sensibilidade aos antibidticos. 2002. 97f. Tese (Doutorado em
Biopatologia Bucal — Area de Concentragdo em Biopatologia Bucal) —
Faculdade de Odontologia de Sac José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista. Sao José dos Campos.

RESUMO

Staphylococcus nao sao usualmente estudados na cavidade bucal. Quando
presentes s&o considerados pertencentes a microbiota transitéria. Individuos que
apresentam doenga periodontal representam possiveis reservatérios dessas
bactérias oportunistas na cavidade bucal. O uso de antibiéticos, quer seja para
tratamento da doenga pericdontal, ou em consequéncia de infecghes
hospitalares. pode predispor 0 aumente do namero de Staphylococcus spp. na
boca, pois estes adquirem facilmente resisténcia aos antibidticos, podendc
resultar em super-infecgdo. Participaram deste estudo 88 pacientes, com no
minimo 25 anos de idade e apresentando periodontite crénica, com pelo menos
dois sitios com profundidade de sondagem maior ou igual a Smm. Apos
anamnese e exame clinico periodontal foram feitas coletas de material da bolsa
periodontal com cones de papel e da cavidade bucal por meio de bochechos. Do
total de pacientes 37,50% apresentaram Staphylococcus spp. na bolsa
periodontal e 61,36% na cavidade bucal, sendo que 27,27% apresentaram a
bactéria nos 2 sitios, n3o sendo necessariamente a mesma espécie. S.
epidermidis foi a espécie mais prevalente para bolsa periodontal (15,9%) e
cavidade bucal (27,27%). Foram positivos para S. aureus na bolsa periodontal,
4,5% e para cavidade bucal 25%, sendo 3,4% positivos para os dois sitios. N&o
houve diferenga estatistica significante quanto a presenca desses
microrganismos enire as faixas etarias, habito de fumar e aumento da
profundidade de sondagem. A maioria das cepas de Staphyiococcus isoladas
mostrou resisténcia aos antibidticos testados, indicandc que a utilizagdo
sistémica destas drogas, como adjunto 3 terapia periodontal, deve ser vista com
cautela.

PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus, super-infecgéo; periodontite, testes
de sensibilidade microbiana.



1 INTRODUGAO

O nome Staphylococci foi dado por Alexander Ogston, em 1880,
um jovem cirurgido que correlacionou a alta taxa de mortalidade apos
cirurgias hospitalares com presenca destes microrganismos. As mortes
resultavam de septicemia, naquela época ainda ndo conhecida. A
formagdo de secre¢do purulenta era até entdo entendida como um
estagio essencial do processo de cicatrizagdo. Nessa mesma época,
quando Joseph Lister desenvolveu a técnica de cirurgias anti-sépticas,
desapareceram as feridas com supuragdo e também as infecgbes
hospitalares. Ogston entio verificou que a formagao do pus ocorria devido
a determinados microrganismos: os chamados micrococci. Continuando
suas pesquisas, ele descobriu que alguns deles se organizavam em forma
de cachos e os chamou de estafilococos. Mais tarde Rosembach
estendeu as investigacdes e descobriu a espécie Sfaphylococcus aureus
{(Lyell ®', 1989).

Os estafilococos ndo sao usualmente considerados como
resisdentes na cavidade bucal, apesar desta apresentar uma das mais
concentradas e variadas populagdes microbianas, cuja localizagao
principal esta no dorso da lingua, no sulco gengival e na placa bacteriana
(Burnett et al.’ 1978). Quando presentes, estes microrganismos
usualmente aparecem em pequeno numero € sdo considerados
pertencentes & microbiota transitdria. Individuos imunocomprometidos, ou
mesmo a-presenga de proteses ou implantes bucais, podem modificar a
microbiota e os estafilococos podem desenvolver infeccdes oportunistas.
Estas infecgdes sdo causadas por patdgenos ndo necessariamente muito
virulentos, mas que podem causar doengas em individuos cujo sistema
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imunoldgico esteja comprometido. (Dahlén & Wikstrém?®, 1995; Listgarten
& Lai®’, 1999; Van Wilkelhoff et al.'?°, 2000).

Individuos que apresentam doenga periodontal tornam-se possiveis
reservatorios de bactérias oportunistas, que podem desenvolver infeccdes
na orofaringe, sistema respiratdrio, circulatério e digestivo. A lingua e as
tonsilas palatinas também podem funcionar como reservatérios dessas
bactérias, podendo causar infecgdes nos tecidos periféricos ou em outros
orgaos (Dahlém?®?, 1993; Scannapieco & Mylotte'®, 1996; O'Reilly &
Claffey®, 2000; Scannapieco & Ho'®® 2001). Patdgenos respiratorios
potenciais (Klebsiella, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e S.
aureus) também podem se estabelecer na microbiota bucal de pacientes
com doenga periodontal, principalmente quando do uso de antibidticos.
Os antibidticos podem suprimir a microbiota normal, permitindo ©
crescimento de microrganismos resistentes, causando super-infecgao,
que pode representar uma nova infeccdo dificultando o tratamento de
uma infeccdo preexistente. A super-infeccdo pode  envolver
microrganismos indigenas ou exdgenos e os estafilococes tém sido
descritos como organismos super-infectantes em periodontites {(Rams et
al®®, 1990; Dahién & Wikstrom?, 1995; Van Wilkelhoff et al.'*®, 2000).

Portanto, a presenga de Staphylococcus spp. na cavidade bucal
humana € um fato que merece ateng&o. A utilizag@o de terapia antibidtica
sistémica para prevenir a progressao da doenga pericdontal deve ser vista
com cautela, principaimente em individuos com problemas imunolégicos
(Willians & Offenbacher'?*, 2000). O uso de antibiéticos quer seja para
tratamento da doenca periodontal, de outras lesdes bucais ou mesmo de
ouiras doengas sistémicas, pode .predispor o aumento no namero de
Staphylococcus spp. no periodonto ou mucosas bucais, o que pode levar
a super-infecgao. Além disso, esses paidgenos presentes na cavidade
bucal humana podem ser causa de infecgdes oportunistas quando 0s
individuos portadores estido debilitados, inclusive podem servir de fonte

de infeccado para outros individuos. Assim, a analise da presenga de
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Staphylococcus spp. na cavidade bucal e a verificagéo da resisténcia aos
antibidticos das cepas iscladas de pacientes com periodontite crénica
pode fornecer dados relevantes que permitam decisdes acertadas durante
o tratamento da doenga periodontal. O conhecimento da presenca de
bactérias oportunistas na bolsa periodontal e na cavidade bucal pode ser
imprescindivel para a manutencdo da satlde bucal e prevengao de

doencas sistémicas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Staphylococcus: caracteristicas gerais

A Familia Micrococaceae agrupa os géneros Staphylococcus,
Micrococcus, Stomatococcus e Planococcus. O género Staphylococcus
compreende 33 espécies, sendo que 17 ocorrem em humanos (Quadro 1).
O nome Staphylococcus € derivado do grego staphylé que significa
cachos de uva pois suas celulas se dividem em planos aleatérios em sua
circunferéncia, mostrando essa aparéncia gquando vistos ao microscapic
de luz (Murray et al.””, 2000).

Apresenta-se como células esféricas de 0,5 a 1 micrémetro de
diametro, s&o cocos Gram positivos, imoéveis, que podem se agrupar em
massas irregulares e também em tétrades e aos pares (Murray et al.”’,
2000).

Para cultivo dos estafilococos sac indicados meios nutrientes
contendo peptona, e apesar da temperatura 6tima de crescimento ser de
37'C, sao capazes de crescer em temperaturas de 18 a 40°C. Sao
resistentes ao calor, suportando 50°C ou mais durante 30min e também
ao cloreto de sddio a 10%. S&c aerbbios ou anaerdbios facultativos e
catalase positivos (Machoshvili et al.%4, 1991; Murray et al.”?, 2000). Nos
meios soélidos (agar sangue, agar nutriente, frypit soy agar, agar infusao
cérebro-coragéo) apos 24 horas na estufa a 37°C formam colénias de 1 a
3mm de didmetro, convexas com bordos circulares, opacas ou brilhantes

(Howard & Kloss*, 1994),
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Os seres humanos sao a fonte mais importante de estafilococos.
Os encontrados em infecgdes clinicas sdo provavelmente mais virulentos
em relagéo aqueles gue crescem em meio ambiente como paredes e
pisos. O namerc de microrganismos disseminados por uma lesao clinica
pode ser enorme e uma quantidade minima de material purulento pode
conter milhdes de estafilococos com diferentes potenciais de viruléncia. Ja
ha algumas decadas sao grandes as preocupagdes com as infecgbes
hospitalares provocadas por esses microrganismos (Fekety Junior 2,
1964).

As formas de contagic dessas bactérias podem ser por contato
direto com a pele em descontinuidade, uso de drogas injetaveis sem anti-
sepsia, colonizacdo de valvulas cardiacas, inalagdo dos microrganismos
da propria narina ou do ambiente. Pcdem ser transmitidos também pelo
contato sexual ou per animais que albergam essas bactérias na boca,
narinas pélos e glandulas mamarias (Tuazon & Sheagren''®, 1974; Aratijo
& Andrioli* 1996).

Os estafilococos, sobretudo S. epidermidis sado membros da
microbiota normal da pele humana e dos tratos respiratorio e gastro-
intestinal humano. O estado de portador nasal de S. aureus é observado
em 40 a 50% dos individuos como portadores assintomaticos
permanentes ou transitérios (Brooks et al.8, 1998). Desde 1958, Godfrey &
Smith® verificaram que 59% dos pacientes hospitalizados com infeccoes
estafilococicas eram também portadores nasais de estafilococos
coagulase-positivos. A prevaléncia de portadores nasais de estafilococos
meticilina-resistentes (MRSA) em individuos que trabalham em hospitais
contribuiu para a disseminagdc desses patdégenos pela comunidade. Os
individuos sdo considerados portadores guando s&o obtidas culturas
positivas para MRSA na auséncia de infecg¢ido definida (Santos &
Tanaka'®, 1989; Reboli et al.*®, 1990; Harstein et al.*®, 1992; Sader et
al.'®"2 1993, 1994;Trilla et al.'", 1993).
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Quadro 1 — Principais espécies do género Staphylococcus enconfrados em seres

humanos e em demais primatas, correlacionados com habitat, producao

de coagulase e patogenicidade (continua)

50, 54, 67

| ESPECIE

COAGULASE {HABITAT

PATOGENICIDADE !

S. aureus

positivo

Microbiota normai de
fossas nasais, pele,
perineo

infecgdes oportunistas
abcessos, bacteriemia
endocardites, pneumonias

S. epidermidis negativo Peie, fossa nasal Endocardites, infeccdes
em cateteres, infecgdes
| urinarias, bacteriemia
S. saprophyticus | negativo Pele infecgdes urinarias
S. haemolyticus | negativo Pele, axilas, regido Infecgdes em cateteres,
. inguinal e perineal urinarias, endocardites
S. warneri negativo Pele Endocardite
B Infecgbes em cateteres
S. hominis negativo Pele, axilas, regiao | Bacteriemia em pacientes
inguinal e perineal com cancer
S. simulans negativo Pele e uretra Septicemia, osteomielite,
artrite séptica
S. lugdunensis negativo Pele Endocardite, celulite,
osteomielite, vasculite
S. capitis negativo Ao redor de glandulas| Endocardite
sebaceas
S. schieiferi Pele Empiema cerebral,
spp. schiefferi | negativo feridas, bacteriemia
spp. coagulans | positivo
S. pasteuri negativo Alimentos Nao associado a infecgbes
S. auricularis negativo Canal auditivo Raramente associada a
externo infecgbes
S. cohnif negativo Pele Rara ]

S. xylosus negativo Pele Infeccgdes urinérias,

endocardite associada &

] drogas endovenosas
S.saccharolyticus | negativo Membranas mucosas | Endocardite (raramente)
S. caprae negativo Pele, leite de cabra | Endocardite, infecgfes

infravenosas e urinarias
S. puivereri negativo Infecgbes péivicas
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Quadro 1 — Principais espécies do género Staphylococcus encontrados em seres

humanos e em demais primatas, correlacionados com habitat, produgéo

de coagulase e patogenicidade (conclusao).

50, 54, 67

ESPECIE | COAGULASE |HABITAT PATOGENICIDADE
S. intermedius positivo Pele (caes, gatos, Infecgdes cutaneas,
cavalos) urinarias, 6sseas e do
Feridas por mordida | sistema nervoso central
de cio (humanos)
S. hyicus variavel Suinos ' Epidermite .
Leite de vaca Doenga aguda das mamas
| S. chromogenes | negativo Bovinos infecgdes cutdneas
S, sciuri | negativo Roedores Feridas, endocardite
| S. gallinarum negativo Galinaceos Né&o patogénico
S. lentus negativo Pele {Ovinos, Caprinos, | Tensilites
Gatos e visons)
e saliva de coelhos B
S. equorum negativo Eqlinos (raras N&ao patogénico
espécies) .
S. delphini positivo Pele (Golfinhos) Infeccdes purulentas
S. felis negativo Pele (Gatos}) Otites, cistites, abcessos
S. muscae negativo Insetos/passaros Rara
que habitam
pele bovinos
S. piscifermentans negativo Peixes Rara
: Alimentos de soja
S. vitulus negativo Cavalos, baleias Rara
ratos silvestres
alimentos
S. carnosus negativo Meio ambiente Contaminagéo durante
o processamento
de salames ¢ molhos
S. caseolyticus negativo Leite e outros N&o patogénico
produtos de bovinos
S. klogsii negativo Mamiferos Sem significado clinico
S. arlettae negativo Mamiferos e passaros Sem significado clinico

Obs: 0s humanos podem ser colonizados ou infectados por esses microrganismos pelo
contato fregilente e proximo com esses animais,




22

As espécies mais freqientemente relacionadas com doencgas
humanas séo: a) S. aureus, encontrado nos abcessos purulentos, feridas
cirirgicas, artrite bacteriana, osteomielite, infecgdes pleuropulmonares:
impetigo, furunculoses; b) S. epidermidis, freqlientemente relacionado a
infeccbes associadas a implantagédo de préteses cardiacas, articulares e
vasculares e mesmo na auséncia de proteses tem sido associado a
endocardites; e ¢) S. saprophyticus, comum em infecgdes do trato urinario
em mulheres jovens. A patogenicidade de S. saprophyticus esta |
relacionada a sua capacidade de ades&o as células do epitélio urinario
causando infecgdes. As infecgdes estafilocdcicas geraimente superficiais
e discretas na maioria dos individuos normais, podem ser graves em
recém-nascidos, pacientes cirirgicos e em portadores de doencas
debilitantes como cancer, osteomielite, artrite e diabete (Toledo'"?, 1991;
Valentin-Weigand et al.”’®, 1993; Darini et al.?®, 1994; Patti et al.®, 1994;
Camargo et al.’®, 1995; Ohman et al.*®, 1995; Del Vecchio et al.?®, 1995;
Nair et al.”®, 1995; Mims et al.”’, 1999).

O génerb Staphylococcus apresenta muitos fatores de viruléncia. A
patogenia e a viruléncia vao depender da debilidade do hospedeiro, da
presenca de doengas cronicas e de ferimentos (Willians et al.'®, 1990,
Frénay et al. >, 1994).

2.2 Fatores de viruléncia

Os estafilococos podem produzir doengas pela sua capacidade de
multiplicagdo e ampla disseminagéo pelos tecidos. Produzem capsula
polissacaridica, que os protege dos fagécitos, pois inibe a guimiotaxia e
fagocitose pelos polimorfonucleares, conferindo a bactéria importante
fator de viruléncia. As cepas capsuladas sao resistentes aos fagodcitos e
produziram polissacarfdeos extracelulares diferentes. A classificagao
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baseia-se em 11 antigenos capsulares diferentes (tipos 1 a 11) e‘?o a
80% das cepas de S. aureus isoladas em humanos produziram o sorotipo
5 ou 8. Esta diferenciagao tem sido explicada para identificar as cepas de
S. aureus e sua provavel viruléncia (Karakawa et al.’' 1985: Boutonnier
et al.®, 1989; Poutrel & Sutra®, 1993). Segundo Soell et al.'"® {1995) os
tipos capsulares 5 e 8 desencadearam a produgéo de interleucinas (IL-8)
pelas células K, estimularam a producéo de IL-8 e IL-6 pelas células
endoteliais e de IL-8, |IL-6, IL13 e fator de necrose tumoral o pelos
mondcitos, tendo portanto efeito modulador .em células imunologicas
humanas. O tipo capsular 8 também foi significativamente mais freqlente
em cepas vaginais de mulheres que apresentavam a foxina da sindrome
do choque toxico (TSS-1) comparadas as cepas que ndo produziam a
toxina (Lee et al.*®, 1990). Além disso, varios pesquisadores observaram
enl1 cepas hospitalares de S. aureus, a predomindncia dos tipos
capsulares 5 e 8 tanto nos Estados Unidos como na Europa, sendo esses
tipos capsulares resistentes a varios antibidticos estudados (Fournier et
al, % 1987: Hochkeppe! et al.*’, 1987; Boutonnier et al.®, 1989, Branger et
al.”, 1990; Na'Was et al.”®, 1998).

Em 1989, Boutonnier et al.” analisaram 748 cepas de sangue
isoladas de 665 pacientes de varios hospitais franceses para diagndstico
de bacteriemia. Mais de 26 espécies bacterianas foram isoladas. De cada
paciente, apenas uma cepa de cada espécie bacteriana foi separada para
o estudo. Das 748 cepas, 48 eram S. aureus (23 tipo capsular 5, 20 ti'po 8
e 5 nao tipaveis) e 265 eram estafilococos coagulase-negativos, sendo a
maioria S. epidermidis.

Em animais (coelhos, galinaceos, suinos e eqiinos) com doengas
supurativas ou inflamatérias também foram encontrados S. aureus do tipo
capsular 5 ou 8 {Poutrel & Sutra®™, 1993).

Poutrel et al.¥, (1990} estudaram 116 cepas de estafilococos
coagulase negativos isolados das glandulas mamarias infectadas de

bovinos e caprinos. Verificaram a presenca de S. lentus, S. haemolyticus,
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S. epidermidis, S. chromogenes, S. xylosus. S. caprae, S. sciuri, S.
warneri, S. simulans, e S. hyicus. Os autores verificaram que a produgéo
dos tipos capsulares 5 e 8 parece nfo ser caracteristica somente de S.
aureus.

A parede celular dos estafilococos contém peptideoglicano
{polimeros de N-acefilglicosamina e acido N-acetil-muramico) e écido
teicodico. A camada de peptideogiicano possui propriedade de estimular
producdo de substancias pirogénicas enddgenas, ativar a produgéo de
interleucina-1 pelos mondcitos, atrair leucécitos polimorfonucleares e
ativar o sistema complemento. Na superficie da maioria das cepas de S.
aureus esta presente a proteina A, unida por ligagao covalente a camada
de peptideoglicano. Essa proteina pode inibir a ativagcdo do sistema
complemento e auxiliar no processo de infecgdo (Koneman et al.™, 1997).

A viruléncia de um microrganismo também é relatada pela sua
habilidade de aderir e subseguentemente colonizar tecidos do hospedeiro
ou materiais implantados. As superficies que os estafilococos se aderem
para iniciar infecgdes séo primariamente os coagulos de fibrina, formados
imediatamente apos a injaria, ou superficies de inser¢éo de cateteres e
feridas pés-operatorias e superficies do coagulo plasmatico ao redor de
implantes protéticos. O Acido teicoico confere patogenicidade aos
estafilococos pois agem na adeséo destes microrganismos as superficies
mucosas por meio de ligagbes especificas a fibronectina, proposta como
mediador da aderéncia de certos cocos Gram-positivos as células do
hospedeiro, trombos de fibrina e cateteres intravasculares (Cheung &
Fischetti'”, 1990; Toledo''®, 1991: Murray et al.”®, 1998).

Alguns pesdquisadores relataram diferengas no mecanismo de
adesdo a fibronectina entre duas espécies de estafilococos: S.
epidermidis interagiu principalmente com a fibronectina incorporada no
coagulo de fibrina ou imobilizadas em implantes sintéticos enquanto que
S. aureus aderiu-se a matriz de fibrina através da liga¢ao a fibronectina
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solive! presente nos exsudatos (Valentin-Weigand et al'"® 1993:
Vaudaux et al."*, 1993; Minhas et al.”? , 1995 Pratten et al.*, 2001).

A membrana Gitoplasmatica dos estafilococos forma um complexo
de proteinas, lipideos e carboidratos e serve de barreira osmética para a
célula, assegurando ancoragem para a biosintese celular e enzimas
respiratorias (Koneman et al.*, 1997).

Staphylococeus spp. produzem grande quantidade de toxinas e
enzimas extracelulares em volume e em numero. E£ntre as enzimas
destacam-se. catalase, coagulase, hialuronidase, DNAse, lipase,
estafilcquinase e B-lactamase. As toxinas sao classificadas em o (alfa), B
(beta), 5 (delta) e y (gama), toxina exfoliativa, leucocidina, enterotoxina e
toxina 1 da Sindrome do Choque Téxico (TSS-1) (Howard & Kloss*®,
1994: Murray et al.”’, 2000 ) (Quadro 2).

As proteases produzidas pelos estafilococos, hidrolisam proteinas
produzindo clivagens internas e facilitando sua penetragao pelas
membranas celulares do hospedeiro. Williams et al.'?® (1990) reiataram
que € possivel que S. aureus aumentem a atividade da protease pela
inativagado dos seus inibidores ou peia prddugéo de ativadores das
proteases latentes. Os autores afirmaram que estas proteases em sua
forma ativa podem contribuir para a rapida degradagédo da cartilagem
verificada nas artrites infecciosas.

As enterotoxinas sao produzidas por S. aureus e S. epidermidis e
crescem em alimentos que contém carboidratos e proteinas. Sao
resistentes a hidrélise pelas enzimas gastricas e intestinais e resistem &
temperatura de 100°C durante 30min. A enterotoxina pode causar
intoxicagdo alimentar, 4 horas apo6s a ingestdo, pois estimuia o
peristaltismo intestinal e tem efeito sobre o sistema nervosc central,
provocando diarréia, nauseas e voémitos intensos (Lopes et al.%?, 1996;
Murray et al.”®, 1998; Al-Wali et al. 2 1998).

Essencialmente todo alimentc contaminado por estafilococos é

resultado da contaminagido humana durante sua preparagdo. Os
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estafilococos isolados a partir dos alimentos mostraram-se predutores de
enterotoxina, porém elas podem estar presentes no alimento mesmo sem
a presenga da bactéria. Isso ocorre com frequéncia guando esses
alimentos ndo s&o mantidos sob refrigeragao (Cerqueira-Campos et al.”,
1993; Anunciagao et al.’, 1994; Lopes et al®’, 1996). Pereira et al.*®
(1995) verificaram a presen¢a destas enterotoxinas também em leite
materno.

S. aureus séo usualmente relatados como sendo de grande
importancia clinica em infecgdes sanguineas, porém o uso indiscriminado
de antibicticos e também os procedimentos invasivos em pacientes
traumatizados ou imunocomprometidos fez com que 0s pesquisadores
dessem mais atencdo também as outras espécies de estafilococos, ate
entdo menos estudadas e que poderiam causar diversos tipos de
infecgoes.

Por todos esses fatores, os estafilococos tém sido amplamente

estudados para que se possa prevenir e controlar as doengas por eles

causadas.
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Quadro 2 — Principais fatores de viruléncia de Staphylococcus spp., agao e efeito na

patogenicidade {continua)

Facilita aderéncia

- . - . =
Fator/ ' Agao - substrato Efeito na Observagées
Principio doenga
Capsula Protecio inibe quimiotaxia e Importante para a
polissacaridica fagocitose sobrevida dos

estafilococos
coagulase-negativos

Proteina A
{unida & camada
de peptideoglica
ne)

Complemento

| impede a ativacao do sistema

Protegao contra os
fagocitos

Peptideoglicanos
(parede celularn
Polimeros de
N-acetii-
glicosamina

e N-acetil-

acido muramico

Estimula produgao de
substancias pirogénicas
endogenas IL-1 e ativa o
sistema Complemento

Prategdo a bactéria
(possui NUMerosas
camadas, tornando &
parede celular mais
rigida}

Acido teicoico
{parede celular)

Adeséo as superficies
mucosas

Regula a concentragéo
catibnica da membrana

Ponta de entrada de
Microrganismos

Adesdo a
coagulos de
fibrina, cateteres

Complexo de Barreira osmotica Assegura
proteinas, lipidees ¢ | Regula o transporte de ancoragem
carboidratos da metabdlitos _
membrana citoplas-
méatica
Catalase Transforma Garante Utilizado em
Pergxido de hidrogénio em sobrevivéncia da diagnosiico
Agua e oxigénio bactéria bacteriologico
{também chamado
fator de aglutinagao)
Coagulase Converte fibrinogénio em Protegdo contra os Utilizado em
fibrina fagacitos diagnostico
Pode envoiver bactenologico
L . abcessos
Hialuronidase Hidrolisa acido hialurdnico Facilita a Produzida por mais
do tecido conjuntivo Dissaminacio de 20% das cepas
bacteriana de S. aureus

DNAse

do hospedeiro

Clivagem do DNA das células

Desconhece-se 0
papel dessa enzima na
patogenia da infecgéo

Lipase

Dissolve a barreira lipidica

faciiita entrada da
bactéria nos tecidos
subcutdneos

Estafiloquinase

Dissolve coagulos

Dificulta cicatrizagao

Tambeém chamada
fibrinolisina
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Quadro 2 - Principais fatores de virulencia de Staphylococcus spp., agao e efeito na

patogenicidade (conclus&o)

I | ] g . -
| Fator! | Acdo -substrato |  Efeito na Observagoes
Principio doenca
f-lactamase Atuam no anel [i-lactdmico, Toyna as penicilinas Quandgo isic
ou penicilinase clivando-o e produzindo inativas acontece, é
derivados necessarioa
utilizagao de
inibidores da

fiHiactamase

Protease

Hidroiisam proteinas

Degradagéo dos

Presente nas

tecidos artrites infecciosas
Toxina « {alfa) Lisa eritrocitos, plaguetas, Destruigiio do tecido MNio & secretada
teucocitos, hepatdcitos e age .| e formagio de por
sobre a musctlatura lisa abcessos coagulase-negativos

vascular

Toxina B3 {beta)
{esfingomielinase)

Degrada a esfingomielina,
& téxica para eritrdcitos,
leucacitos, macréfagos e
fibroblastos.

Destruicéo do tecido
e formacio de
ahbcessos

Toxina y {gama)

Lisa eritrocitos e células
linfoblasticas

Toxina & (delta)

Sao hidrofébicas e rompem a
membrana celular, tém acgéo
detergente

Facilita penetragao
nas células do
hospedeiro

Toxina exfoliativa

Acdo em desmossomos das
celulas epiteliais

Induz a sindrome da
pele escaldada
em criangas

feucocidina Degranula neutréfilos e Tém a capacidade de
macrofagos multiplicagao cetular _
580 resistentes aos fagocitos | muito ativa

enterotoxina Sao super-antigenos que seé | Sua ingestdo estimula | S&o preduzidas
ligam as moiéculas MHC de | o peristaltismo por S. aureus e
Classe ll, estimulando células | intestinai e tem efeitc | S epidermidis e
T. S8u resistentas & sobre o SNC, crescern em
hidroliée pelas provocando diarréia, | alimentos com
enzimas gastricas & nauseas e vomitos carboidratos e
intestinais intensos proteinas

Toxina TS5-1 Super-antigeno Causa, febre, choque, E também

Estimula células T

comprometimento
sistémico e erupgac
cutdnea descamativa

conhecida por
enteragtoxina F ou
exoloxina
pirogénica
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2.3 Resisténcia aos antibioticos

Uma bactéria & resistente a um determinado antibiético quando é
capaz de crescer in vifro em presenga da concentragdo que esta
determinada substancia atinge no sangue, embora a concentragéo
sanglinea seja as vezes inferior aquela alcangada em liquidos como a
bile ou a urina, ou superior aguela alcangada apos atravessar barreiras,
como por exemplo, a barreira hemato-encefalica. A ulilizagéo de
antibidticos pode permitir a selecdo de microrganismos resistentes
previamente existentes naquele sitio ou permitir a ocupagéo do espago
por microrganismos exogenos resistentes. A resisténcia pode ser natural
ou adquirida. A resisténcia natural depende ou da auséncia da estrutura
em que a substancia atua ou da impermeabilidade da superficie celular a
esta droga. A resisténcia adquirida ocorre quando o microrganismo
produz enzimas especificas que inativam a droga ou quando nao
permitem sua absorgao ou sua ligagdo ao seu alvo (Tavares''®, 1996).

Ha algumas décadas, o desenvolvimenio e disseminagdo de
microrganismos resistentes a multiplos antibidticos foi observado néo so
em ambiente hospitalar, mas em toda comunidade. S. aureus resistentes
a meticilina (MRSA) pode ser considerado como a principal causa dessa
disseminagéc em diferentes continentes (Chabbert & Baudens'®, 1962;
Givney et al.*®, 1998). O Quadro 3 mostra em resumo os estudos feitos
com esiafilococos em relagdo a sensibilidade efou resisténcia aos

antibidticos.
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Quadro 3 ~ Sensibilidade e/ou resisténcia de Sfaphylococcus aos antibidticos -

analise da literatura (continua)

(1979)

S. epidermidis,
8. saprophyticus)

86,2%, tetraciclina
58,8%, tetraciclina

Autor/Ano Proveniéncia das (% )Sensiveis a {%) Resistentes a
cepas de (CIM - ugimL ) (CIM - ugfmlL)

estafilococos/ Pais

Chabbert & (S. aureus) 100% kanamicina 2,4% novobiocina

Baudens' infecgdes 12,1% meticilina

{1862) hospitalares 26,8% eritromicina
Franga 57 3% tetraciclina

78% penicilina
Sanches-Cordero™ | (S. aureus, eritromicina novabiocina

periodonto {pac. diabéticos)
USA
Moorman & {S. aureus) rifampicina Variantes resistentes a
Mandelt’™ infecgdes rifampicina
{1981) hospitalares 0,1;0,5 10 100
USA
McDougal & (S. aureus) Associagao ao penicilina
Thornsberry™, infecgoes Acido clavulanico oxacilina
{1986) hospitalares e sulbactam reduz | cefalotina
USA as MICs dos meticilina
antibioticos
Fournier et ai. %, (S. aureus) 76% oxacilina 24% oxacilina
(1687) infecgbes (< 2) (> 18)
hospitalares
Franca
Reboli et al.* (S. aureus) amicacina, amoxicifinasacido
(1989) UTI necnatal cloranfenicol, clavulanico
USA rifampicina, cefalotina, clindamicina,
tetraciclina, eritromicina,
trimetropin/ gentamicina, meticitina,
sulfametoxazol oxacilina, penicilina
€ vancomicina. tobrarnicina.
Hackbarth & (S. aureus — MRSA) | vancomicina meticilina
Chambers™ infecgoes rifampicina tobramicina,
{1989) hospitalares gentamicina clindamicina, tetraciclina,
USA trimetropin/ eritromicina e

sulfametoxazol

quinolonas.




A

31

Quadro 3 — Sensibilidade efou resisténcia de Staphylococcus spp. aos antibidticos -

analise da literatura (continua)

Autor/Ano

Proveniéncia das
cepas de
estafilococos/ Pais

(% )Sensiveis a
(CIM - ng/mL )

(%) Resistentes a
{CIM - ug/mlL)

Branger et al.”
(1990}

(S. aureus}
infecgbes
hospitalares
Franca

63,7% meticilina

36,2% meticilina

Guiguet et al.*®
(1990)

(8. aureus - MRSA)
hospital do cancer
Franca

meticilina

gentamicina, amicacina,
pefloxacina e ao grupo
dos macrolideos.

Rams et at.*’ (Staphylococous spp.) 4,9% penicilina
{1990) Periodonto 14,4% tetraciclina
USA - 12,1% eritromicina
31,9% metronidazol
Carles-Nuritetal.’ | (S aureus) rifampicina meticilina
(1982) infecgbes vancomicina aminaglicosideos
hospitalares {gentamicina,
Franca tobramicina e
amicacina), eritromicina,
espiramicina e
fluoroguinolonas
doxiciclina, clindamicina
e fosfomicina.
Haristein et al.*°, (S aureus ) oxacilina
{1992) infecgbes vancomicina -
hospitalares
USA
Listgarten™, (S. aureus) tetracictina ,
(1993) pericdonte - panicitina
LUSA 100% metronidazol
Sader et al."™! (S aureus ) vancomicina Oxagcilina
(1993) infecgbes {entre0,5e¢ 1) (=4
hospitalares rifampicina Ciprofloxacina
Brasil (entre 1 e 2). (22)
teicoplanina Gentamicina
(0.5a1) (216)
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Quadro 3 ~ Sensibilidade e/ou resisténcia de Staphylococcus spp. aos antibioticos —~

analise da literatura {concluséo).

Autor/Ano

Proveniéncia das

{% )Sensiveis a

{%) Resistentes a

cepas de (CIM - pg/mL ) {CIM - ng/mL)
estafilococos/ Pais

Walsh et al.'® (S aureiis ) {67%) Novobiocina + | Rifampicina (= 2)

{1993) funcionarios ou rifampicina Novobiocina (= 8)
pacientes de (53%) Rifampicina* | Trimetropin (> 2)
hospitais trimetropin + Sulfametoxazol
UsA sulfametoxazol (38)

Darini et al.?® (S. aureus) 100 % vancomicina | meticilina, penicilina,

(1984) infecgdes eritromicina,
hospitatares gentamicina, lincomicina,
Brasil tetraciclina e

cloranfenicol

Cruz et al.”! {S. aureus) ciprofloxacina Mutantes resistentes

{1997). mastite bovina/ danofloxacina ciprofloxacina (>10%) e &
Brasil danofloxacina (10°%).

Givney et al.*® (S. aureus) (96,6%)penicilina (0,125)

(1998} infeccdes - (96,6%) meticilina (4)
hospitalares
Austratia

Na'Was et al.”® {(S. aureus} - {92,1%) penicilina e

{1998) uTl ampicilina
LUSA (6,3%) meticilina

Caton etal.™ (S. aureus) 20 mg doxiciclina— | N&o proporcionou

(2001) Periodonto 9 meses-2 vezes/dia | aumento de bactérias
USA nao alterou a oportunistas

susceptibilidade
microbiana

Conforme mostra o Quadro 3, a presenca de cepas resistentes a

mdiitiplos antibidticos foi observada em diversos hospitais em diferentes

paises. Muitas das cepas bacterianas testadas foram provenientes de

individuos hospitalizados que se submeteram a constante terapia

antibiética anterior ao estudo. A maioria das cepas de Staphylococcus

apresentaram resisténcia a meticilina e foram sensiveis a vancomicina

Para pacientes com cepas resistentes aos #-lactdmicos a vancomicina foi
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o medicamento de escolha. A rifampicina, quando usada para tratamento
das infecgdes estafilocdcicas, na maioria das vezes foi utilizada associada
a outros anfimicrobianos com a finalidade de erradicar S. aureus
resistentes a meticilina.

Listgarten et al®®, (1993) verificaram que, embora S. aureus
estivessem presentes em menos de 2% das cepas isoladas da bolsa
periodontal, a maioria mostrou resisténcia aos antibiéticos testados.

142 (1993) observaram que na auséncia da terapia

Helovuo et a
mecanica convencional, a administragdo de penicilina em pacientes com
periodontite ocasionou super-infecgdo periodontal pela presenga de
microrganismos oportunistas. S. aureus ndo foi encontrado em nenhum
paciente antes da terapia antibidtica, mas a prevaléncia desse
microrganismo aumentou significativamente apoés a administracao de
penicifina, inclusive causando inflamag¢éo aguda em 42% dos individuos.

Olsvik et al.¥, em 1995 verificaram a presenga de microrganismos
resisientes a tetraciclina em pacientes com periodontite refrataria e
Staphylococcus spp. foi isolado em seis dos 17 pacientes estudados,
sendo que 5 destes pacientes pertenciam ac grupo que néc recebeu
tetraciclina durante o ftratamentio periodontal prévio, ndo sendo
encontrado correlacéo entre o aumento de cepas resistentes a tetraciclina
no total da amostra e a presencga de patégenos oportunistas resistentes.

Cepas de S. aureus resistentes em infecgdes hospitalares
apresentaram padrac de resisténcia antibidtica similares. Alguns
pesquisadores sugeriram que a disseminagac da multiresisténcia ocorreu
via plasmideos bacterianos (McDonnell et a1.58, 1983; Lyon et al.%?, 1984;
Rhineart et al'®. 1987; Olsvik et al.®, 1995; Pelczar Junior et al.?®, 1997)

Muitos microrganismos que raramente provocariam infecgdes em
individuos sadios, podem tornar-se causas freqlentes de doengas em
pacientes hospitalizados, cujo sistema imunoldgico esteja debilitado pela
quimioterapia ou por doencas graves. Estes patégenos podem se originar

de varias fontes no ambiente hospitalar, incluindo o ar, a equipe de saide
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e patoégenos oportunistas do proprio paciente. (Fekety Junior et al.?®,

1964; Hartstein et al.*!, 1995; Pelczar Junior® et al.?®, 1997),

Desde a década de 50 ja se sabia que muitas infecgbes eram
adquiridas em hospitais, principalmente devido a alta resisténcia dos
microrganismos aos antibidticos mais usados. 0Os pesquisadores
encontraram 29% de infecgSes por estafilococos entre os pacientes
internados. Desses pacientes, 59% apresentaram estafilococos coagulase
positivos em suas cavidades nasais. Os autores verificaram também em
material de autdpsia, que os estafilococos foram frequentemente
encontrados como causadores de infecgdo ou contribuindo para a
exacerbagao da mesma (Godfrey & Smith® 1958; Coliey et al."®, 1965).

A importancia de S. aureus nas infecgtes hospitalares ndo diz
respeito apenas a sua freqiéncia elevada, mas também ao potencial de
gravidade das infecgdes. O paciente que adquire S. aureus no hospital
pode apresentar-se apenas colonizado na mucosa nasal, pele, escarro ou
reio ou apresentar infecgdes de todo nivel de gravidade, desde
superficiais e limitadas até infecgbes sistémicas graves (Marangoni®®,
1997; Menezes e Silva™®, 1999).

Pode-se adquirir infecgbes nosocomiais através da manipulagao de
catéter, feridas, queimaduras e pos operatérios. Em meédia 40% das
pessoas que trabalham nos hospitais sdo portadores permanentes de
estafilococos e estas bactérias tendem a ser resistentes a varios
antibidticos, principalmente & meticilina (Fekety Junior®®, 1964; Reboli et
al®. 1990; Muder et al.”®, 1991; Lawrence et al.>®, 1996; Na'Was et al.”,
1998).

Os microrganismos resistentes podem dominar e repovoar a
microbiota e estar viavel para iniciar uma infecgcdo oportunista. A
aderéncia de S. aureus a mucosa nasal humana € importante no
processo de colonizagdo, a qual pode significar oportunidade para
subseqgliente infeccdo sistémica. Pacientes colonizados podem
disseminar MRSA no ambiente hospitaiar e também pela comunidade. Se
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os antibiéticos ndo fossem usados quando ndo necessarios, a prevaléncia
de infeccdes hospitalares por estafilococos poderia diminuir. Além disso
desde 1964 ja se sugeria restricdo compulséria no uso dos antibidticos
nos hospitais (Fekety Junior?®, 1964; Rhineart et al.'® 1987; Shuter et
al.""" 1996).

2.4 Staphylococcus e periodontite crénica

A higiene bucal deficiente permite e facilita o acimulo de bactérias.
A colonizagdo da superficie dentaria que se inicia pela adesdo de
Actinomyces e Streptococcus, pode seguir em diregdo ao sulco gengival €
desenvolver gengivite e periodontite (Moore & Moore™, 1994; Zambon'?®,
1996). A periodontite € uma inflamagao dos tecidos que suportam o

dente, levando a perda de ligamento periodontal e osso alveolar (Figura 1).

FIGURA 1- Desenho esquematico da periodontite: E (esmalte), EP (epitélio gengival), TC

(tecido conjuntivo), O (osso), C (placa e calculo), LP (ligamento periodontal)“.

Algumas bactérias sao importantes na doencga periodontal pois s&o
capazes de estimular a perda de inser¢do conjuntiva e de osso alveolar,
podendo também ser encontradas em peri-implantites. Entre estas
bactérias destacam-se Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Actinomyces naeslundii, A. israelii, Bacteroides forsythus, Campylobacter

rectus, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia/nigrescens,
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Porphyromonas gingivalis, Peptostrepiococcus micros, Streptococcus
intermedius e espiroquetas. Outros microrganismos como Eikenella
corrodens, bacilos entéricos, pseudomonas, selenomonas, estafilococos e
leveduras quando presentes também podem participar da etiologia da
doencga periodontal (Rams et al””, 1990; Goodson®, 1994: Zambon'®®,
1996; Edwardsson et al.*’, 1999; Listgarten & Lai®’, 1999).

Muitas formas de periodoniites tendem a ser cronicas
principalmente porque a doenga pode recorrer se a infegao inicial ndo for
completamente eliminada ou se houver uma re-infecgdo com a mesma ou
outra espécie de patdgenc periodontal (Zambon'?®, 1996).

. A periodontite crénica se caracteriza por ser uma doenga infecciosa
resultante da inflamacgdo dos tecidos periodontais de suporte com perda
de inser¢ao clinica e perda ossea periodontal. Apresenta maior
prevaléncia em adultos e pode ser modificada por doengas sistémicas,
fumo ou estresse. Na pericdontite crdnica, a quantidade de destruigéo
periodontal & compativel com a presenga de placa bacteriana e de calculo
subgengival e pode afetar numero variavel de dentes {Academia
Americana de Periodontologia ', 1999).

Sanchez-Cordero et al.'™ (1979) verificaram a presenca de
estafilococos na bolsa periodontal e no sulco gengival em trés grupos de
individuos com quarenta pessoas cada. Do grupo com periodonto
saudavel a prevaléncia foi de 10% de cepas positivas. Do grupo de
pacientes néo diabéticos com periodontite, a prevaléncia foi de 17,5% e
do grupo de pacientes diabéticos com periodontite a prevaléncia foi de
60%. A porcentagem de S. epidermidis no grupo saudavel e dos nao
diabéticos com pericdontite foi semelhante. A incidéncia de S.
saprophyticus foi semelhante para os trés grupos. S. epidermidis
constituiu a grande maioria das cepas isoladas dos pacientes diabéticos
com diferenga estatistica significante, sugerindo que este patégeno deve
exercer papel importante na patogénese da doenga periodontal em

pacientes com diabetes mellitus.
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Entre outras bactérias Rams et al.%” (1990) isolaram estafilococos
da microbiota subgengival de 50,4% dos pacientes com periodontite
cronica avancgada. Para outros tipos de periodontite a proporgao de cepas
positivas foi estatisticamente semelhante. Os pesquisadores também
encontraram cepas positivas em 69,2% dos pacientes com implantes
dentais nao osteo-integrados com, sendo um tergo S. aureus e dois tergos
S. epidermidis. Os autores concluiram que os estafilococos podem ocorrer
com frequéncia na microbiota subgengival, mas sao organismos
proeminentes em menos de 5% das bolsas periodontais profundas.
Relataram também que esses patdégenos podem contribuir para o
desenvolvimento das pericdontites e periimplantites naqueles pacientes
que apresentarem taxa alta desses microrganismos

lwase et al® (1990) isolaram estafilococos da microbiota
subgengival de pacientes com periodontite crénica avangada. Das cepas
coletadas, nove foram S. aureus, uma S. capitis, 23 S. epidermidis, trés S.
haemolyticus, quatro S. hominis, uma S. saprofyticus e duas S. wamen.
Dentre essas espécies S. aureus exibiu atividade citotoxica para
neutréfilos. A cepa de S. capitis e uma cepa de S. warneri produziram
apenas efeitos marginais na viabilidade dos neutrdfilos. Os autores
relataram que a producdo de toxina por S. aureus no sitio subgengival
pode agir como co-fator no desenvolvimento da doenca periodontai.

Slots et al.''? (1990) analisaram 3075 pacientes com periodontite
gue ja foram submetidos a terapia periodontal, inclusive com terapia
antibidtica sistémica, mas que mostravam evidéncia, apos no minimo dois
meses de pelo menos trés sitios com bolsa periodontal com no minimo
8mm de profundidade de sondagem. Do total de individuos, 28,3%
apresentaram cepas positivas para estafilococos com prevaléncia similar
para ambos os sexos. Os autores reafimaram gue a quantidade elevada
de estafilococos subgengivais pode ser fator de risco para o

desenvolvimento da doenc¢a periadontal
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De acordo com Fine et al.™

(1994) a presenga de S. aureus na
bolsa periodontal contribui. muito para o insucesso do tratamento
periodontal convencional. Segundo os pesquisadores, a eliminagdo desse
patogeno pode favorecer a manutengio do tratamento periodontal.

Dahlém & Wikstrom®, (1995) avaliaram 973 cepas de 535
pacientes com periodontite refrataria. S. epidermidis foi a espécie mais
freqiiente, detectada em 41,4% das cepas de 54,4% dos pacientes. S.
aureus foi detectado em 6,2% das cepas de 82% dos pacientes. Os
autores concluiram que a ocorréncia de microrganismos niao comuns da
cavidade bucal quando presentes em grande quantidade constituemn
problema para manutengéo das infecgdes bucais.

Listengart et al.*®, 1993 avaliaram 196 cepas coletadas da bolsa
periodontal de pacientes norte-americanos que haviam recebido terapia
mecanica suplementada ou ndo por terapia antibidtica local e/ou sistémica
e que apresentavam recorréncia da doenca. Os autores encontraram
menos de 2% das cepas positivas para S. aureus e 5,6% positivas para
outras espécies coagulase-positivas de estafilococos.

Segundo Colombo et al."”® (1998) algumas espécies de bactérias
Gram-positivas podem ser indcuas para um individuo e patogénicas para
outro. O estude foi realizado comparando-se a prevaléncia de quarenta
espécies ¢e microrganismos em cepas subgengivais de 94 individuos
apés ter sido realizado tratamenio periodontal associado a terapia
sistémica com tetraciclina. Muitas cepas isoladas n&o foram consideradas
residentes da cavidade bucal com por exempld Staphylococcus warneri.

Em estudos com bactérias Gram negativas na patologia periodontal
foi estabelecido que as proteinas asscciadas & superficie celular (SAPs)
foram estimulantes potentes de reabsorgdo dssea. Para as bacterias
Gram positivas, como S. aureus, 0 material assocciade a superficie (SAM}
fol um potente indutor de reabsorcdo 6ssea e além disso nao induziu a
sintese de mediadores osteoliticos como a IL-1 e TNF (Nair et al. ® 1995)
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As extragbes dentarias e a prépria sondagem periodontai pode
causar bacteriemia em pacientes adulios com periodontite, podendo
ocorrer endocardite bacteriana em pacientes de risco. A infecgéo pelo S.
aureus instalado em valvulas cardiacas causa rapida destrui¢do tecidual
mesmo na auséncia de doenca cardiaca preexistente, levando a sérias
complicagdes, podendo ser fatal ao individuo. Portanto a remogéo do foco
infeccioso periodontal por meio da biocompatibilizagiao das superficies
radiculares € considerado extremamente necessario para prevenir futuras
complicagdes sistémicas (Okabe et al.®', 1995; Daly et al®, 1997,

Yonessi et al.’?®, 1998)



3 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi:

a)

b)

verificar a presenga de Staphylococcus spp. na cavidade bucal

de pacientes com periodontite crénica;

verificar a presenga de Staphylococcus spp. em bolsas

periodontais de pacientes com periodontite cronica;
identificar as cepas isoladas;

verificar a relagdo entre a presenga de Staphylococcus spp. na

cavidade bucal e bolsa periodontal;

verificar a espécie mais prevalente para cavidade bucal e bolsa

periodontal;

analisar a resisténcia aos antibioticos das cepas de

Staphylococcus spp. isoladas.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Grupo de estudo

A populacdo estudada foi constituida de oitenta e cito individuos
dentre aqueles que procuraram a clinica de Periodontia da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Taubaté (UNITAU). O paciente deveria
ter no minimo 25 anos de idade e apresentar periodontite cronica. Os
pacientes foram informados sobre a finalidade da pesquisa, bem como
sobre os métodos de coleta das cepas {(Apéndice A) e o projeto foi
anteriormente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP (Anexo Aj. Quando
houve concordancia do paciente, este assinou termo de consentimento
livre e esclarecido (Apéndice B). Individuos que possuiam doencgas
sistémicas graves e que haviam utilizado antibidticos nos uitimos seis
meses nao participaram do presente estudo. Nenhum paciente havia
recebido tratamento periodontal ou orientagées sobre higiene bucal antes
da coleta das cepas. Todos os pacientes receberam apds a coleta
tratamento na clinica de Periodontia da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Taubaté. Aqueles que necessitavam de outras
especialidades de tratamento odontologico foram encaminhados para a

clinica de Graduagao e Pos-graduacio da Universidade de Taubaté.
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4.2 Procedimentos clinicos

Apds o consentimento do paciente, foram feitos anamnese, exame
clinico periodontal, de acordo com o indice de doenga periodontal (IDP)
desenvolvido por Ramfijord, onde foram examinados pelo menos 6 dentes
para se estabelecer a condicio periodontal do individuo {Ramfjord®,
1967) e preenchimento da ficha clinica com dados necessdrios ao estudo
{Apéndice C). Apds o exame clinico, foram feitas as coletas das cepas
naqueles individuos que apresentaram pelo menos dois sitios com

profundidade de sondagem maior ou igual a Smm.

4.2 1 Coleta de material da bolsa periodontal

A coleta de material da bolsa periodontal foi feita com cones de
papel esterilizados n° 30 (Aureo) ap6s a remogao da placa supragengival
com compressa de gaze esterilizada e isolamento relativo com roletes de
algodédo. Foram colocados trés cones em cada bolsa pericdontal até
atingir sua profundidade, por 30 segundos em pelo menos dois sitios que
apresentaram profundidade de sondagem = 5mm.

O material coletado foi colocado assépticamente em tubos
plasticos (Eppendorf) contendo tmL de solucéo fisioldgica esterilizada
{NaCl a 0,9%) tamponada com fosfatc (PBS 0,1M e pH 7,2), os quais
foram mantidos em gelo até serem levados ao laboratorio de

Microbiologia, respeitando-se periodo maximo de 3 horas entre coleta e

processamento.

4.2 .2 Coleta de material utilizando-se bochecho

A coleta de material da cavidade bucal foi realizada por meic de
10mL de solugao fisioldgica esterilizada (NaCl a 0,9%) tamponada com
fosfato (PBS 0,1M e pH 7,2) contida em potes plasticos previamente
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esterilizados, com as quais os pacientes fizeram bochecho durante 1min,
devolvendo em seguida a solugéo para o mesmo recipiente. As cepas
foram mantidas em gelo até serem levados ao laboratério de

Microbiologia, respeitando-se periodo maximo de 3 horas entre coleta e

processamento.

4.3 Procedimentos laboratoriais

Os procedimentos laboratoriais foram realizados nos laboratorios
de Microbiologta de Departamento de Biologia UNITAU, ou no Laboratério
de Microbiologia do Departamento de Biociéncias e Diagnodstico Bucal,
FOSJC/UNESP. |

Os isolados da bolsa periodontal foram homogeneizados em
agitador de tubos (Vortex) durante 30 segundos e os cones foram
removidos com auxilio de pingas esterilizadas. Cada isolado foi
centrifugado por 10min (8000 Xg) e foi desprezado o sobrenadante. Em
seguida foi feita a ressuspenséo com 0,6mL de PBS os quais foram
agitados em tubos (Vortex) por 30 segundos, produzinde assim
suspensio de concentragéo final. |

Os isolados do enxague bucal foram centrifugados por 10 minutos
(8000 Xg) e .0 sobrenadante foi descartade. Em seguida foi feita
ressuspensdo com 2,5mL de PBS e agitado em tubos (Vortex) por 30
segundos, produzindo assim a suspensao de concentracac final.

De cada isolado (suspensao de concentrag&o final) foi semeado
0,1mL em duplicata em agar Baird-Parker (Difco) que foram incubados
por 24 a 72 horas a 37 C.

Na confeccdo do meic de cultura, péra cada 250 miL foram
necessarios 16,679 do agar Baird-Parker (Difco) e 250mL de agua
destilada. A mistura foi autoclavada (15 min a 121" C) e em seguida foi

acrescentada uma gema de ovo em 25mL de solugdo salina a 0,9%
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esterilizada. Dessa emulséo foi pipetado 12,5mL e adicionado a primeira
mistura. A seguir foi acrescentado 2,5mL da solucdo de telurito de
potassio (0,1g de telurito de potassio para 10mL de agua destilada). Apds
a homogeneizacdo, a mistura foi colocada em placas de Petri e
posteriormente os isolados foram semeados.

Apéds crescimento, as colbnias foram examinadas e anotadas suas
caracteristicas morfolégicas: tamanho, forma, superficie, bordos, halos e
presenca de pigmentos (Figura 2). Foram feitas laminas coradas pelo
meétodo de Gram para cada colénia com morfologia diferente, para
confirmagao da presenca de cocos positivos e a seguir as mesmas foram
semeadas em Tryptic Soy Agar (TSA - Difco) e incubadas por 24 horas a
37" C, para obtencéo de culturas puras. A seguir as culturas puras foram
identificadas baseando-se em Koneman et al.** (1997) realizando-se as

provas a segulir:

FIGURA 2 — Crescimento de colonias de Staphylococcus em agar Baird-Parker (Difco)

4.3.1 Produgédo da enzima catalase

A verificagéo da produgdo da enzima catalase foi feita para
diferenciar familia Micrococcaceae (positiva) de Streptococcaceae
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(negativa). As culturas puras foram semeadas em tubos contendo caldo
de infuséo cérebro-coragdo (BHI — Difco) e incubadas a 37°C durante 24
horas. Apos esse periodo foi adicionado 1mL de peréxido de hidrogénio a
10V. Quando foi observada a formagéo de bolhas de oxigénio, o teste foi
considerado positivo (Figura 3), indicativo da presenca da enzima
catalase (Oplustil et al.2%, 2000).

FIGURA 3 — Prova da catalase: verificagcdo da formacdo de bolhas de oxigénio para

microrganismos da familia Micrococaceae.

4.3.2 Produgao da enzima coagulase

Foi verificada a produgao de coagulase apds a adigcao de 0,25 mL
de plasma humano a 0,5mL da cultura de 24 horas em caldo de infusado
cérebro-coracédo (BHI — Difco) e verificacdo da formacgédo do coagulo de
fibrina (positivo) ou nao (negativo) (Figura 4). As observagées foram feitas
apés 1, 2 3 e 4 h de incubacdo em banho-maria a 37°C. Foram
consideradas para identificagcao as espécies de estafilococos coagulase-
positivas. Os estafilococos coagulase-negativas foram separados para

posterior identificagcao.
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FIGURA 4 — Verificacdo da formacéo do coagulo de fibrina indicando Staphylococcus
coagulase-positivos

4.3.3 Producgao de acido a partir da D-trealose

A fermentacdo da D-trealose foi processada em tubos de coluna
alta contendo caldo vermelho de fenol (Difco) e autoclavados a 121°C/15
minutos. O agucar foi adicionado de forma a obter concentragao de 1%.
As cepas previamente cultivadas em agar TSA (Tript Soy Agar, Difco) a
37°C por 24 horas foram semeadas em profundidade com agulha de
platina e a seguir foram incubadas a 37'C. A prova foi considerada
positiva pela viragem de pH, onde se pode observar a mudancga da cor

vermelha (negativo) para a amarela (positivo) (Figura 5).

FIGURA 5 - Producao de acido por Staphylococcus a partir da D-trealose
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4.3.4 Voges-Proskauer

Foi utilizado o teste Voges-Proskauer (VP) para verificar se a
bactéria produz butilenoglicol como produto final de fermentagdo da
glicose. Cada cultura pura foi inoculada em agar Triplice Agtcar Ferro
(TSI, Difco) e incubadas a 37'C por 24 horas. Apés esse periodo as
culturas foram inoculadas em tubos contendo caldo VP. Desse caldo
foram retirados 2,5mL e adicionados 0,6mL de «-naftol a 5% em alcool
absoluto e 0,2mL de hidréxido de potassio a 40% (reagente de Barrit).
Apos agitar a mistura para exposigdo ao oxigénio atmosférico, foram
consideradas positivas as reacoes que ocorreram nos primeiros 5 minutos
atraves da verificagao de formagéo do halo de cor vermelha (Figura 6).
Todos os tubos negativos foram colocados em repouso e observados
apos 1 hora.

FIGURA 6 - Teste Voges-Proskauer, formagdo do halo de cor vermelha indicando
resultado positivo

4.3.5 Produgao de (-galactosidase

Foi preparada a suspensao da cepa a ser testada, a partir do
crescimento em caldo BHI a 37°C por 24 horas até o tubo n° 6 da escala

de MacFarlane. A seguir foi colocada uma gota de tolueno e agitada
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delicadamente. Em seguida foi colocado um disco de B-galactosidase e

incubado a 37°C por 24 horas. A prova foi considerada positiva quando do

aparecimento de coloragdo amarelada apés 24 horas de incubacao

(Figura 7). Apos a verificacdo dos resultados, as cepas de Staphylococcus

foram identificados conforme o Quadro 4.

FIGURA 7 - Producdo de (-galactosidase pelos Staphylococcus, resultado positivo pela

verificagdo da cor amarelada do tubo a direita.

Quadro 4 — Identificagdo dos Staphylococcus coagulase positiva, considerando-se

provas bioquimicasn,

Espécies

Catalase

Coagulase

V.P

D. trealose

ONPG

S. aureus

S. intermedius

+

S. hycus

+ 4+

S. schleiferi
(sub-espécie
coagulans)

|+ [+ |+

+|+|+ |+

Indeterminada

4 .3.6 Estafilococos coagulase-negativos

As cepas de estafilococos coagulase-negativos foram semeadas

em agar TSA e incubadas a 37'C por 24 horas para em seguida serem

identificadas utilizando-se o sistema APl Staph (Bio-Merieux, Franca)
(Quadro 5 e Figura 8).




49

Quadro 5 — Testes bioquimicos contidos nas galerias de identificagdo de
Siaphyiococeus spp. (APl Staph Bio-Merieux)
Testes Substratos Reacgoes/enzimas
GLU D-Glicose
FRU D-Frutose Produgéo de acido quando da
MNE D-Manose utilizacao de carboidrato
MAL Maltose
LAC Lactose
TRE D-trealose
MAN D-manitol
XLT Xilitol
MEL - D-Melibiose
NIT Nitrato de potassio Redugéo de nitrato a nitrito |
PAL B-naftil-fosfato Produgéo de fosfatase alcalina
VP | Piruvato de sédio Producéo de acetil-metil-carbinol
RAF Rafinose Produgéo de acido quando da
XYL Xilose utilizagéo de carboidrato
SAC Sacarose
MDG a-metil-D-glicosideo
NAG N-acetil-glicosamina
ADH arginina | Producéo de arginina di-hidrolase
URE uréia Producéo de urease

T g b S B bia Bl it St Bune S-S B Bt Bl bl et 1

FIGURA 8 - Sistema de identificacdo bacteriana AP! Staph (provas bioquimicas - Bio-

Merieux), desidratado (galeria superior) semeado (galeria central e inferior),

sistema de leitura (abaixa).
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4 .3.7 Resisténcia aos antibioticos

As cepas identificadas foram testadas quanto a suscetibilidade aos

seguintes antimicrobianos: penicilina, oxacilina, cefalotina,

ampicilina/sulbactam, gentamicina, netilmicina, eritromicina, clindamicina,
pefloxacina, ciprofloxacina, tetraciclina, cotrimoxazol, nitrofurantoina,
rifampicina, vancomicina e teicoplanina de acordo com a metodologia
para preenchimento das galerias do ATB STAPH 5 (Bio-Merieux). A

concentragao inibitéria minima (CIM) testada para cada antibidtico esta

representada no Quadro 6 e Figura 9.
As leituras foram realizadas apos 24 horas de incubagao em estufa

a 37°C, observando-se a presenga ou auséncia de turbidez. Durante o
periodo experimental as cepas foram mantidas em agar BHI para

conservacao e futura utilizagao.

Quadro 6 - Antibicticos testados em uma ou duas concentragdes (c e C) de acordo

com as galerias do ATB STAPH 5 (Bio-Merieux).

SUBSTANCIA TESTADA sigla C (mg/L) [sensiveis resistentes
c C
PENICILINA PEN 0,12|CIM < 0,12 CIM=>0,24
OXACILINA OXA 2|CIM < 2 CIM=>4
CEFALOTINA CFT 8 16 [CIM< 8 CIM > 32
AMPICILINA/SULBACTAN FAM 8/4 16/8 |[CIM < 8/4 CIM > 32\16
GENTAMICINA GEN 4 8 [|CIM< 4 CIM > 16
NETILMICINA NET 8 16 |CIM< 8 CIM > 32
ERITROMICINA ERY 05 4 |[CIM<0)5 CIM>8
CLINDAMICINA CLI 0,5 2 |[CIM< 05 CIM>4
POFLOXACINA PEF 2 4 |ICIM< 2 CiIM>8
CIPROFLOXACINA CIP 1 2 [CIM< 1 CIM =>4
TETRACICLINA TET 4 8 [CIM< 4 CIM=> 16
COTRIMOXAZOL TSU 2\36 CIM < 2\36 CIM >4\76
NITROFURANTOINA FUR 32|CIM < 32 CIM > 64
RIFAMPICINA RFA 1 2 |ICIM< 1 CIM >4
VANCOMICINA VAN 4 16 |CIM< 4 CIM > 32
TEICOPLAMINA TEC 8 16 |CIM< 8 CIM > 32
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FIGURA 9 - Galeria do ATB STAPH 5 (Bio-Merieux). Verificagdo da turbidez para

espécies resistentes aos antimicrobianos testados (em detalhe).

4.4 Analise estatistica

Foram utilizados teste de homogeneidade Qui-quadrado e Teste de

tendéncia Qui-quadrado com nivel de significancia p< 0,05.



5 RESULTADOS

Do total de pacientes examinados (n=88), 37,50% (n=33)
apresentaram Staphylococcus spp. na bolsa periodontal e 61,36% (n=54)
na cavidade bucal, sendo que 27,27% (n=24) apresentaram estafilococos
nos dois sitios, nao sendo necessariamente a mesma espécie (Figura10 e
Tabela 1). Para S. epidermidis, 15,90% (n=14) foram positivos para bolsa
periodontal e 27,27% (n=24) para cavidade bucal, sendo 5,68% (n=5)
pacientes positivos para ambos os sitios. Foram positivos para S. aureus
na bolsa periodontal 4,5% (n=4) e para a cavidade bucal 25% (n=22),
sendo 3,4% (n=3) positivos para os dois sitios (Figura 11 e 12)

Do total de pacientes, 6,8% (n=6) foram positivos para S.
intermedius na bolsa periodontal € 2,27% (n=2) para a cavidade bucal
sendo 2,27% (n=2) para os dois sitios (Figura 13).

n: total da amostra = 88

C: positivos para cavidade bucal = 54

B: positivos para bolsa periodontal = 33

CrB: positivos para cavidade bucal e bolsa = 24

FIGURA 10 - Diagrama de Venn mostrando esquematicamente a presenca de

Staphylococcus spp. na cavidade bucal e bolsa periodontal.
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n: total da amostra = 88
C:positivos para cavidade bucal = 24
B: positivos para bolsa periodontal = 14

CrB: positivos para cavidade bucal e bolsa = 5

FIGURA 11 - Diagrama de Venn mostrando esquematicamente a presenga de

Staphylococcus epidermidis na cavidade bucal e bolsa periodontal.

)

n: total da amostra = 88
C:positivos para cavidade bucal = 22
B: positivos para bolsa periodontal = 4

CnB: positivos para cavidade bucal e bolsa = 3

FIGURA 12 - Diagrama de Venn mostrando esquematicamente a presenga de

Staphylococcus aureus na cavidade bucal e bolsa periodontal.

C a

n: total da amostra = 88
C:positivos para cavidade bucal = 2
B: positivos para bolsa periodontal = 6

CnB: positivos para cavidade bucal e bolsa = 2

FIGURA 13 - Diagrama de Venn mostrando esquematicamente a presenca de

Staphylococcus intermedius na cavidade bucal e bolsa periodontal.
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Tabela 1 Distribuicdc de freqténcia absoluta (n) e relativa (%) de espécies de
Staphylococcus isoladas da cavidade bucal e bolsa periodontal de pacientes

com periodontite cronica (n=88).

isolamentos
Espécies de Staphylococcus Cavidade Bucai Bolsa Periodontal
n % n %
S. epidermidis 12 21.59 14 15,91
S. epidermidis / 8. aureus 4 4,55 0 0,0
3. epidermidis / S. capilis 1 1,14 0 0.0 |
S. aureus ] 20 22,73 4 4,55
S. aureus / 8. hyicus 1 1,14 0 0,0
S, aureus / S. schleiferi 1 1,14 0 0.0
S. iflermedius 2 2,27 8 6,82
S. capitis 2 2,27 4 4,55
S. schleiferi 1 1,14 0 0.0
S. caprae 1 1,14 0 0,0
S. haemalyticus 1 1,14 0 0,0
8. xylosus 1 1,14 1 1,14
S. hyicus 0 0,0 1 1,14
S. cohini 0 0.0 1 1,14
S, warneri 0 0,0 2 2,27

Totail de pacientes positivos 54 61,38 33 37,50
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Dos 88 pacientes estudados 39,77% eram do sexo masculino
{(n=35) e 60,23% (n=53) do sexo feminino. A maior prevaléncia de casos
positivos de Stfaphylococcus spp. na cavidade bucal para o sexo
masculino foi estatisticamente significante (Tabela 2).

A prevaléncia de casos positivos para bolsa periocdontal de acordo

com o sexo, nao mostrou diferenca estatistica significante (Tabela 3).

Tabela 2 - Numero de individuos que apresentaram Staphylococcus spp. na cavidade

bucal de acordo com ¢ Sexo

Sexo Casos positivos Casos negativos Totai
Masculino* 26 9 35
Feminino 28 25 53
Total 54 34 88

=Estatisticamente significante (p 2 0,05). Teste de hocmogeneidade Qui-quadrado
(x%= 4,09; gi=1; p=0,0431) s

Tabela 3 - Nomero de individuos que apresentaram Staphylococcus spp. na bolsa

periocdontal de acorda com a sexo

Sexo Casos positivos Casos negativos Total
Mascufino 13 22 35
Feminino 20 33 53
Total 33 55 88

Teste de homogeneidade Qui-quadrade (x°= 0,00: gl=t1; p=0,955) N&o
significante.

Os individuos que participaram deste estude tinham entre 25 e 60
anos (média 40,95), sendo que 11,33% tinham entre 25 e trinta anos,
36,36% entre 31 e quarenta anos, 42.05% entre 41 e cinglenta anos e
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10,23% entre 51 e sessenta anos. Ndo houve diferenga estatistica
significante quanto a presenga destes microrganismos entre as faixas
etarias, tanto para a cavidade bucal, como também para bolsa

periodontal, conforme demonstrado nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Numero de individuos gue apresentaram Staphylococcus spp. na cavidade

bucal de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria Casos positivos Casas negativos Total
25-30 8 4 10
31-40 20 12 32
41-50 22 15 37
21-60 6 3 9
Total o4 34 88

Teste de tendéncia Qui-quadrado (x°= 0,01; gi=1; p=0,918) Néo significante.

Tabela 5 - Numero de individuos que apresentaram Staphylococcus spp. na bolsa

periodontal de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria Casos positivos Casos negativos Totai
25-30 1 9 10
31-40 18 14 32
41-50 12 25 37
51-60 2 7 9
Totai 33 55 88

Teste de tendéncia Qui-quadrado (y*= 0,25; gl=1: p=0,617) N&o significante.
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Dos 88 individuos 76,14% (n=67) eram nao fumantes. A andlise
estatistica ndo mostrou relagdo significante entre a presenga de
Staphylococcus spp. na cavidade bucal e bolsa periodontal e o habito de
fumar, conforme demonstrado nas Tabelas 6 € 7. Dos individuos nao
fumantes, 26,87% apresentaram S. epidermidis na cavidade bucal e
29,85% apresentaram S. agureus. Na bolsa periodontal 16,42%
apresentaram S. epidermidis e 4,48% S. aureus. Para os fumantes S.
epidermidis e S. aureus foram positivos na cavidade bucal em 28,57% dos
individuos. Na bolsa periodontal 14,29% foram positivos para S.

epidermidis e 4,76% para S. aureus.

Tabela 6 - Neémero de individuos que apresentaram Staphyfococcus spp. na cavidade

bucal de acordo comn 0 habito de fumar

Categoria Casos positivos Casos negativos Total
Fumantes 13 8 21
N&o Fumantes 41 26 67
Total 54 34 88

Teste de homogeneidade Qui-quadrado (x2= 0,00; gt=1, p=0,953} Nac
significante.

Tabela 7 - Numero de individuos que apresentaram Staphylococcus spp. na bolsa

periodental de acordo com o habito de fumar

Categoria Casos positivos Casos negativos Total
Fumantes 6 15 21
Naoc Fumantes 27 40 67
Total 33 - 55 88

Teste de homogeneidade Qui-quadrade (x2= 0,84; gl=1; p=0,3327) Nao
significante.
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O aumento da profundidade de sondagem e a presenca dos
microrganismos na boisa periodontal ndo mostrou relacao estatistica
significante (Tabela 8). Para as profundidades de sondagem entre 5 e
6mm, 7 e 8mm e 9 e 10mm, a prevaléncia de S. epidermidis foi de
15,15%, 17.07% e 14,29% respectivamente. Para S. aureus foi de 6,06%,

e 14,29% para 5 e 6 mm e 9 e 10 mm respectivamente.

Tabela 8 - Numero de individuos que apresentaram Staphylococcus spp. na bolsa

periodontal de acordo com a profundidade de sondagem periodontat.

Profundidade de Casos positivos Casos negativos Total

sondagem (mm)

5-6 12 21 33
7-8 15 26 41
9-10 6 8 14
Total 33 56 88

Teste de tendéncia Qui-quadrado (x°= 0,13; gl=1; p=0,722) Nao significante.

Os resultados da analise de resisténcia aos antibidticos das cepas
coletadas da bolsa periodontal-mostrou que todas as cepas de S. aureus
testadas e 85,71% das cepas de S. epidermidis foram resistentes a todos
os antibidticos utilizados neste trabalho. A maicria das cepas de S. aureus
(76,92%) e de S. epidermidis (54,16%) coletadas da cavidade bucal
mostraram resisténcia a todos os antibidticos testados. O nimero de

cepas de S. awreus e S. epidermidis sensiveis aos antibiéticos estdo

representadas na Tabela 9.
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Tabela 9 - Nomero de cepas de S. aureus e de S. epidermidis sensiveis aos

antibidticos testados.

antibidtico/CIM {mgiL) S. aureus S epidermidis  S. epidermidis
(bochecho} {cone) {bochecho)

1
1

PENICILINA ( 0,12 }
OXACILINA (2)
CEFALOTINA ( 8)
CEFALOTINA { 18)
AMPICILINA/SULBACTAM { 8/4 )
AMPICILINA/SULBACTAM ( 16/8 }
ERITROMICINA ( 0,5 )
ERITROMICINA ( 4)
POFLOXACINA { 2}
POFLOXACINA (4 )
CIPROFLOXACINA (1)
CIPROFLOXACINA ( 2 )
TETRACICLINA (4 )
TETRACICLINA (8 )
NITROFURANTOINA ( 32 )
RIFAMPICINA ( 1 )
RIFAMPICINA ( 2 )
VANCOMICINA (4)
VANCOMICINA ( 16 )
TEICOPLAMINA ( 8 )
TEICOPLAMINA { 16 )
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o

LI % B 7% 3 0% i AL

]
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Os antibéticos que n&o se encontram na Tabela 9 {gentamicina,
netilmicina, clindamicina e cotrimoxazol) ndo apresentaram espécies
sensiveis. As cepas de S. haemolyticus (bochecho) e de S. cohini (cone)
foram sensiveis somente a oxacilina. Das trés cepas de S. capilis,
{bochecho), uma foi sensivel a oxacilina, outra a nitrofurantoina e a
terceira mostrou resisténcia a todos os antibidticos testados. As cepas de
S. capitis (cone), as cepas de S hyicus, a de S. caprae, uma de S.
wamer, uma de S. schleiferi e todas as de S. infermedius foram também
resistentes a todos os antibioticos. A outra cepa de S. warneri foi sensivel
somente & oxacilina. Das 2 cepas de S. xylosus, uma foi sensivel a

oxacilina e outra a nitrofurantoina e ciprofloxacina (C).



6 DISCUSSAO

No presente estudo, nossos resultados identificaram a prevaléncia
de 37,5% de. cepas positivas para Sfaphylococcus spp. na bolsa
periodontal de pacientes com periodontite crénica. Rams et al.¥’, (1990)
verificaram resultade superior a 50% em pacientes com periedontite
cronica avangada. Se avaliarmos em nossos resultados somente
pacientes com profundidade de sondagem maiores que 8mm, a
prevaléncia de cepas positivas foi de 42,85%, resultado proximo ao do
autor citado anteriormente. Para profundidade de sondagem maior que 6
mm, os resultados demonstraram 38,18%. Slots et al.''? (1980)
encontraram 28,3% de cepas positivas, avaliando pacientes com pelo
menos trés sitios com profundidade de sondagem iguais ou maiores que
6mm. Edwardsson et al.”’, (1999), analisaram a microbiota de pacientes
com diferentes profundidade de sondagem, que responderam ou nao ao
tratamento periodontal e observaram baixa prevaléncia de S. aureus (<
5%) nos dois grupos estudados. Em pacientes com periodontite refrataria,
Listgarten et al.*® (1993) verificaram a prevaléncia de 1,5% para S. aureus
e 5,8% para outras espécies de estafilococos.

Considerando-se todos 0s pacientes examinados neste estudo, S
epidermidis foi a espécie mais prevalente na bolsa periodontal (15,91%),
resultado similar ao observado por Sanchez-Cordero et al. 104 (1979),que
foi de 19,16%. O autor encontrou 81,33% de S epidermidis para pacientes
diabéticos com periodontite.

Neste trabalho, S. infermedius foi o segundo microrganismo mais
prevalente na bolsa periodontal, sendo 18,18% das cepas positivas e

somente uma cepa positiva de S. haemolyticus, estava presente na
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cavidade bucal, coletada pelo bochecho e nio na bolsa periodontal. O

Quadro 7 resume os resultados obtidos por outros pesquisadores em

relacdo a algumas espécies de Staphylococcus coletadas da bolsa

periodontal de pacientes adultos com periodontite.

Quadro 7- Resultados obtidos pela andlise da literatura em relagio a algumas

espécies de Sfaphylococcus coletadas da bolsa periodontal de pacientes

adultos com periodontite,

Espécies
coletadas da

bolsa periodontal

at al.’%
(1979)

Iwase
et al.®®

(1990)

1

Rams
et al.”
{1990)

Dahlem &
Wikstrom?®,
(1995)

Resultados
do presente
trabalho

S epidermidis
{%dos pacientes}

20,83%,

54,4%

15,91%,

S epidermidis
(%das cepas
positivas})

53.48%

45,8%

41,4%

42,42%,

S. aureus
. (%dos pacientes)

8.2%

 4,55%

S. aureus
(%bdas cepas
positivas)

20,93%

22.3%

6,2%

12,12%,

S. capitis
(%das cepas
positivas)

2,32%

2,1%,

12,12%.

|

S, warneri
{%das cepas

positivas)

4,65%

5,3%

6,06%

S. hominis
{%das cepas
| positivas)

0.3%

0%

S. saprophyticus
(%das cepas
positivas)

28.57%

2.32%

0%

S. saprophyticus
| (Yedos pacientgs)

8,3%

_|

S. haemolyticus
{%das cepas
positivas)

6,9%

6.4%

0%

Como podemos observar no Quadre 7, S. epidermidis foi o mais

prevalente na bolsa periodontal, portanto sua caracteristica patogénica

deve ser considerada importante. S. aureus foi 0 segundo mais

prevalente. A ocorréncia de outras espécies de Staphyfococcus nao

comuns da cavidade bucal também foi observada.
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E possivel eliminarmos bactérias patogénicas durante os
procedimentos de raspagem e aplainamento radicular, porém os
pacientes desse estudo nac haviam feito tratamento periodontal, nem
recebido orientacbes sobre higiene oral antes da coleta.

Nosso resultado, em relagéo ao sexo, foi semelhante ao de Siots et
al.""? (1990) com prevaléncia subgengiva! de Staphylococcus spp. similar
para ambos os sexos. Para a cavidade bucal (bochecho) nosso estudo
mostrou maior prevaléncia desse microrganismo para 0 sexo masculino.
N&do foi possivel comparar resultados da literatura com a utilizagao de
bochechos para a coleta das cepas, nem com resultados de coletas da
cavidade bucal e bolsa periodontal do mesmo paciente. E importante
salientarmos que 61,36% dos pacientes desse estudo apresentaram
Staphylococcus spp. na cavidade bucal, sendo que 27,27% destes
tambeém foram positivos para bolsa pericdontal.

Em relagéo a faixa etaria este trabalho mostrou Staphylococcus
spp. na bolsa periodontal em 37,5% dos individuos com idades entre 25 e
sessenta anos. Slots et al'™ (1990) encontraram 28,3% para faixa etaria
similar utilizando metodologia semelhante para a coleta das amostras. O
Quadro 8 compara os resultados encontrados por este autor com os

obtidos neste trabatho.

Quadro 8- Distribuicho da freqiiéncia relativa de Staphylecoccus spp. obtidas por Slots

et al."'? (1990) e por este trabalho em relagao a faixa etéria.

r Faixa etaria Slots et al."'Z (1990) Resultados do presente
: ‘ trabalho
25a 29 anos  |21% 10%
30 a 39 anos 27.03% ' 56,25%
40 a 49 anos 30,6% 32,43% B
|50 a 59 anos 27 43% 22,22%
25a60anos 28,3% 37.5% |
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O aumento da idade n&o mostrou relagdo estatistica significante
com o aumento percentual destes microrganismos. A presenga de
Staphylococcus subgengivais pode nao representar a presenca de super-
infeccdo, porem pode mostrar a presenga de microrganismo oportunista
na bolsa periodontal. A maior quantidade de cepas positivas deste estudo
foi para a faixa etaria de 31 a 40 anos (56,25%).

MacFarlane et al.®® (1992), Edwardsson et al.?’ (1999), sugeriram
que os metabdlitos do tabaco, em pacientes fumantes, podem ser pré-
requisito para o hospedeiro nao responder bem ao tratamento periodontal.
Segundo os autores, embora alguns individuos fumantes possam nao ser
afetados por defeitos nos polimorfonucleares ou acometidos por
periodontite refrataria, & necessario que se verifique se o habito de fumar
pode favorecer a presencga de outros patdgenos que possam perpetuar a
doenca periodontal. Neste estudo, apesar da maioria des pacientes ndo
ser fumante (76,14%), nac encontramos relagdo estatisticamente
significante entre a presencga de estafilococos na bolsa periodontal ou na
cavidade bucal e o habito de fumar. Dentre os pacientes nao fumantes, a
prevaiéncia de S. epidermidis na cavidade bucal foi de 26,86% e de S.
aureus 25,37%. Para os fumantes, as respectivas prevaléncias foram de
28,57% e 23,81%. Na bolsa periodontal, 0s mesmos microrganismos
mostraram respectivamente para ndo fumantes 16,42% e 4,48% e para
fumantes 14,29% e 4,76%.

A raspagem e o apfainamento radicular realizados com eficiéncia
resultam em mudangas da microbiota bucal, favorecendo a presenca de
microrganismos compativeis com salde periodontal. A terapia de
manutengao regular permite reduzir o nimero total de microrganismos e a
porcentagem de cepas positivas, principalmente de Actinobacillus
actinomycefemcomitans, Prevotella intermedia e Porphyromonas
gingivalis (Pedrazzoli et al.¥”, 1991; Sato et al.'”, 1993; Loberto & Lima®,
1999). Por outro lado, alguns individuos com doenga periodontal nao

respondem bem ao tratamento mecanico, ou mesmo nao adotam um
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controle de placa adequado durante a fase de manutengao do tratamento

permitindo a recorréncia da doenga, principalmente com prevaléncia de

Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevofella intermedia,

Forphyromonas gingivalis, Bacteroides forsytus, Eikenella corrodens,

Streptococcus spp. e Fusobacterium nuc!eatwﬁ. Sendo assim, devido aos

microrganismos anaerobios serem os principais agentes etioldgicos da

progressao da doenga periodontal, varios programas de terapia antibidtica

sistémica tém sido empregado como adjunto & terapia mecdnica |
convencional, principalmente para aqueles pacientes que desenvolvem

periodontite refrataria ou recorrente. Enquanto muitos estudos indicam

uma resposta positiva para a terapia antibidtica, alguns estudos clinicos

reportam que essa terapia traz pouco ou nenhum beneficio, ou por nao

atingirem concentragbes adequadas no fluido gengival ou pela existéncia

de microrganismos resistentes (Listgarten et al.%®, 1993; Feres et al. %

1999; Kleinfelder et al.*?, 1998; Poulet et al.*', 1999; Winkel et al.'?®, 1999;

Caton et al."?, 2000; Chaves et al.'® 2000; Kleinfelder et al.**, 2000;

Ramberg et ai.®®, 2001; Winkel et al.'¥, 2001; Serino et al.''?, 2001). Alem

disso, algumas bolsas profundas e regides de bifurcagdo, muitas vezes

ndo sao adequadamente instrumentadas, permitindo gue microrganismos

ai residentes ndo sejam afetados pela terapia antibidtica (Serino et al''®,
2001). Herrera et al.“**(2000) nao observaram resisténcia antibittica
quando da administracdo de amoxicilina associada ao acido clavulanico
em individuos com abcessos periodontais associados principalmente &
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsytus e
Fusobacterium nucleatum, porém duas a trés cepas de cada
microrganismo do estudo foram resistentes a azitromicina.

Somado a isso, durante a administragao da terapia antibiotica para
tratamento das periodontites, alguns erros podem ser observados: falta de
colaboragdo do paciente, dosagem incorreta da droga, absor¢ao
insuficiente ou escolha inapropriada do antibidticc para determinado
agente etioldgico (Listgarten et al. %, 1993; Feres et al.”®, 1999).
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Segunde Helovuo et al.*® (1993}, quando a microbiota periodontal
for suprimida peilc uso de antibidticos e houver a presenga de
microrganismos  oportunistas, como Staphylococcus, estes podem
contribuir para o aparecimento de uma super-infeccdo periodontal. As
maiores mudangas ocorreram em pacientes que tomaram penicilina via
sistémica antes do tratamento mecénico, fazendo aumentar a
porcentagem de S. aureus subgengivais e a incidéncia de abscessos.

Devido ao alto grau de resisténcia das bactérias periodontais em
rglagéo a quantidade de antbicticos, a realizacdo dos testes de
susceptibilidade antibiética se torna relevante, embora a susceptibilidade
in vifro nao indique necessariamente a eficacia clinica. A presenga do
biofiime pode, em parte, responder por essa discrepancia (McDougal &
Thornsberry®®, 1986; Listgarten et al.®, 1993: Van Winkelhoff et al.'%,
1996; Feres et al. *, 1999; Winkel et al.'?®, 1999; Kieinfelder et al.>, 2000;
Van Winkethoff et al.'?!, 2000).

Todas as cepas estudadas neste trabalho foram resistentes a
gentamicina, netilmicina (aminiglicosidecs), clindamicina (lincosamida) e
cotrimoxazol (sulfonamida). Apesar disso, para a terapia de septicemias
ou endocardites estafilococicas a gentamicina teve atividade sinérgica
com a oxacilina ou vancomicina. Além disso, segundo Tavares'™ (1896),
a gentamicina e a netiimicina apresentam também atividades sinérgicas
com os antibidticos B-lactamicos. A clindamicina mostrou-se efetiva contra
S. aureus e S. epidermidis, mesmo 0s produtores de penicilinases e 0s
meticilina-resistentes. O autor relatou existir resisténcia cruzada para os
estafilococos entre clindamicina e eritromicina. Apesar de termos testado
as cepas na CIM entre 0,5 e 2, todas as cepas apresentaram padrdes de
turvacao, o que indicou resisténcia a clindamicina.

O .cotrimoxazol corresponde a associagdo de cinco partes de
sulfonamida e uma parte de trimetropin € tem sido indicado no caso de
meningite estafilococica. Tal associagdo possui atividade antimicrobiana
maior que gquantidades equivalentes dos dois farmacos separados
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(Harvey et al.*

. 2001). Todas as cepas deste trabalho mostraram
resisténcia a esse antibiotico.

As penicilinas naturais apresentam algumas desvaniagens por
possuirem pequeno espectro de a¢do e serem susceptiveis as

.18, 2000). Somente uma cepa de S.

penicilinases (Toriora et a
epidermidis (bochecho) foi sensivel a penicilina. Como ja foi relatado, a
resisténcia de S. aureus a penicilina € observada de maneira universal.
No Brasil, a resisténcia de cepas hospitalares desse microrganismo tem
sido descrita em 95 a 100% das espécies

A oxacilina (isoxazolipenicilina) & resistentes a acdo das
penicilinases produzidas por estafilococos, porém sofrem inativagao por p-
lactamases produzidas por enterobactérias € Pseudomonas (Tavares”“,
1996). Desta maneira, quando os estafilococos estdo associados a esses
bacilos Gram negativos essa substancia passa a nao ser efetiva.
Segundo Santos'® (2000), existe elevada prevaléncia de individuos com
periodontife crénica que apresentaram bactérias da familia
Enterobacteriaceae e género Pseudomonas na cavidade bucal (43,18%)
e bolsa periodontal {159%). No presente estudo, 11 cepas de S.
epidermidis, sendo uma da bolsa periodontal e trés de S. aureus
(bochechoe), foram sensiveis a esse medicamento.

A cefalotina (cefalosporina de primeira geracdo) é utilizada
somente por via parenteral (.M. ou L.V.) e s&o ativas contra estafilococos
resistentes a penicilina. Entretanto, nac tem acdo contra estafilococos
resistentes a meticilina e oxacilina (Tavares'**, 1996). A maioria das
cepas testadas foram resistentes a esse antibidtico.

Os inibidores da f-lactamase sao destituidos de atividade
bacteriana significativa. Tém a propriedade de ligar-se a B-lactamases,
inativando-as, protegendo assim antibidticos, que sd@o normalmente
substratos para tais enzimas (Harvey et al.*?, 2001). A associagdo de
sulbactam com a ampicilina (1:2) tem sido empregada por via intra-

muscular ou intra-venosa em infecgdes causadas por estafilococos
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(Tavares', 1996). Winkel et al.'®, (1999) utilizaram amoxicilina e acido
clavulanico sistémico como adjunto a terapia mecénica em pacientes com
periodontite cronica e ndo observaram beneficio em comparagio com a
terapia mecénica isolada. Os autores observaram apos o estudo que a
maioria dos pacientes, dos grupos teste e placebo apresentaram
Prevotella intermedia, fFusobacterium nucleatum, Bacteroides forsytus,
Peptostreptococcus micros entre outros. Assim sendo, se ndo houve
beneficic contra essas bactérias, podemos concluir que poderia ter
causado prejuize maior em relagéo as bactérias oportunistas. Kleinfelder
et al.>® (2000) verificaram também que nao houve redugao significativa no
numero de Fusobacterium nucleatum e Peptostreptococcus micros com a
utilizagéo de amoxicilina e clavulanato de potassio em pacientes que nao
responderam 2 terapia mecénica. Herrera et al.*® (2000), verificaram alta
prevaléncia de p-lactamases produzidas pelas bactérias (Prevotella spp.,
Bacteroides spp., Actinomyces meyer, Peplostreptococcus prevotti)
daqueles individuos que freqlentemente consumiram antibidticos,
especialmente a amoxicilina, Os autores relataram que embora estas
espécies apresentem-se em baixos percentuais na microbiota total, a
utilizacao de terapia antibidtica sistémica como adjunto ao tratamento de
infeccoes periodontais podem ocasionar resisténcia antibiética e doengas
recorrentes.

Em 2001 Winkel et al.'?, avaliaram os efeitos da associagdo de
amoxicilina com metronidazo! adjunrto ao tratamento mecanico em
pacientes com periodontite crénica. Os resultados mostraram melhora
significativa no aspecto clinico e diminuicdo do numero de bactérias
patogénicas, especialmente em pacientes portadores de P. gingivalis.
Serino et al'" (2001), em estudo similar concluiram que os
microrganismos preséntes nos sitios estudados nao foram
suficientemente afetados pelas duas semanas de terapia antibidtica
adicional. Nos trabalhos citados acima, os autores nao verificaram a
prevaléncia de Staphylococcus. No presente estudo, ndo verificamos a



68

sensibilidade de Staphylococcus spp. ao metronidazo!, pois foram
testados o©0s antibidticos utilizados rotineiramente para esse
microrganismo.

A eritromicina (macrolideo) inibe a sintese de proteinas e &
alternativa da penicilina para individuos alérgicos a antibidticos B-
factamicos. A maioria das cepas de estafilococos em cepas hospitalares é
resistente a esse farmaco principalmente pela afinidade diminuida da
subunidade ribossomica do microrganismo pelo antibidtico. Os novos
membros da familia, a clariiromicina e a azitromicina possuem
caracteristicas bioguimicas que os tornam superiores a eritromicina,
porém tanto a claritromicina como a azitromicina apresentaram resisténcia
cruzada com a eritromicina (Harvey et al*’, 2001). Nesta pesquisa,
somente 1 cepa de S. aureus foi sensivel a eritromicina nas
concentracdes de 0,5 e 4ug/mL.

A pefloxacina (quinolona de terceira geragdo) &€ muitc bem
absorvida por via oral e € indicada para- osteomielites e infec¢bes
neurolégicas centrais causadas pelos estafilococos. Neste estudo
somente uma cepa de S. aureus mostrou sensibilidade nas concentragdes
2 e 4ug/mlL.

A ciprofloxacina (quinolona de terceira gera¢do) € ativa contra
estafilococos meticilina-resistentes e € uma aiternativa na terapéutica da
endocardite estafilococica se associada a rifampicina (Tavares''¢, 1896).
Cruz et al?' (1997) relataram que a ciprofloxacina mostrou excelente
atividade contra S. aureus provenientes de mastite bovina. Conway et
al.?® (2000) verificaram que o nivel de ciprofloxacina no fluido gengival foi
significativamente mais alto que o nivel deste antibidtico no soro, mesmo
em pacientes sem doenca periodontal e sua concentracdo decresceu
suavemente nos sitios periodontais inflamados apds raspagem e
aplainamento radicular. Os autores sugeriram que a migracédo de
neutréfilos polimorfonucleares (PMN) poderia melhorar a distribuigéo da

ciprofloxacina em sitios periodontais inflamados, alcangandc assim
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concentragdo satisfatoria local como agente antimicrobiano. Nossos
resuitados mostraram sensibilidade para uma cepa de S. aureus e uma de
S. epidermidis. .

A tetraciclina, antibiotico de amplo espectro, possui agio
bacteriostatica. E grande o nimero de microrganismos que apresentam
resisténcia a tetraciclina, o que torna sua utilizagdo guestionavel guando
nao se faz teste de sensibilidade do microrganismo presente na infecgao.
Qualquer microrganismo resistente a uma das tetraciclinas passa a ser
resistente a todas. Conforme relataram Harvey et al.*? (2001), a maioria
dos estafilococos produtores de penicilinases sdo atuaimente também

182 (1995) relataram que a

resistentes as tetraciclinas. Qlsvik, et a
tetraciclina é freqientemente utilizada em combinagéo com a raspagem e
aplainamento radicular em doengas periodontais  refratarias.
Staphylococeus spp. foram isolados de 6 pacientes tratados com terapia
mecanica, sendo que 5 deles nao haviam tomado tetraciclina, ndo sendo
encontrado portanto, relagdo entre 0s pacientes medicados e a presenga
de estafilococos resistentes a esse antibidtico. Listgarten et al.%® (1993)
relataram que muitas bactérias isoladas de bolsas periodontais de
individuos com periodontite refrataria foram resistentes a tetraciclina.

Sakellari et al.'® (2000) relataram que as tetraciclinas freqiientemente
nac alcangam niveis antibacterianos no fluido gengival (1pg/mL) como
atingem no plasma, portanto ndo sendo efetivas contra as bactérias da
bolsa periodontal. Segundo os autores, embora a minociclina e a
doxiciclina tenham alcangado meihores concentra¢bes que a tetraciclina,
20% dos individuos nao mostraram niveis antibacterianos satisfatdrios
apoés administracaoc oral destas tetraciclinas, podendo haver portanto, uma
variabilidade de respostas clinicas quandc se administra antibioticos na
pratica clinica. Ramberg et al.*® (2001) verificaram que o efeito benéfico
clinico da administragdo de fetraciclina sistémica em pacientes com
periodontite crénica avangada ocorreram no primeiro ano apos a terapia,
comparado com 08 pacientes controle @ ndo mais nos anos seguintes.
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Vale ressaltar que os autores ndo realizaram testes microbiolégicos.
Neste ftrabalho encontramos poucas cepas sensiveis a esse
medicamento, embora tenhamos utilizado teste jn vifro com cepas de
pacientes nac submetidos a nenhum tipo de tratamento periodontal.
Caton et al.™ (2001) verificaram que a utilizacdo de doxiciclina junto com
a raspagem e o aplainamento radicular meihoraram as condigdes clinicas,
porém nenhuma diferencga significante foi notada em relagac a presenca
de patégenos periodontais ou patogenos oportunistas, como
Staphyfococbus aureus.

A nitrofurantoina é bacteriostatica e estd mais indicada no
tratamento das infec¢des urinarias por estafilococos, entretanto apresenta
efeitos adversos e toxicidade (Harvey et al.*?, 2001). Encontrou-se no
presente trabalho uma cepa de S. aureus e uma de S. epidermidis
sensiveis a esse medicamento,

A rifampicina e ativa para estafilococos produtores de 8-
lactamases, embora 0s microrganismos desenvolvam resisténcia com
certa facilidade quando utilizada por tempo proiongado (Tavares'™,
1996). S. aureus susceptiveis a rifampicina, segundo Moorman &
Mandel™ (1981), exibiram vantagens nc crescimente e sobrevivéncia
sobre os mutantes resistentes. Nossos resultados mostraram somente
seis cepas sensiveis a este antibidtico nas concentrages de 1 ou
2pg/mL.

A vancomicina inibe a sintese de lipideos da membrana celular.
Inibe também a polimerizagdo dos peptideoglicanos em estagio anterior
ac inibido pelos antibitticos B-lactamicos. E importante que seu uso seja
restrito a infecgdes graves causadas por microrganismos Gram-positivos
resistentes aos B-lactamicos. Para estafiiococos resistentes a meticilina, a
vancomicina foi a droga de escolha (Boyce et al.®, 1990; Harvey et al*?,
2001). Apesar de ser ativa em concentraces inferiores & 5ul/mL para S.
aureus e S. epidermidis, ja foi descrita resisténcia por S. haemolyticus e
S. epidermidis (Tavares'"® 1996). Darini et al®® (1994) verificaram na
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maicria das cepas hosptitalares brasileiras estudadas, grande quantidade
de cepas de Staphylococcus spp. resistentes a penicilina, eritromicina,
gentamicina, lincomicina, tetraciclina e oxacilina. Todavia, todas as cepas
foram sensiveis a vancomicina. Nossos resultados mostraram uma cepa
de S. aureus (CIM=4) e 2, S. aureus e S epidermidis (CIM=16) sensiveis a
vancomicina.

Apesar de nenhuma cepa de S. sciur ter sido encontrada neste
trabatho, Marsou et al.®” (1999), avaliaram a sensibilidade antibidtica de
trinta cepas desse microrganismo encontradas em infecgdes humanas.
Embora ndo seja especie comum da cavidade bucal, os autores
encontraram provenientes, entre outros sitios, também em infecgbes das
narinas anteriores. Os resultados mostraram gue todas foram susceptiveis
a tetraciclina, minociclina, pefloxacina, vancomicina, teicoplanina e
rifampicina. Do total de cepas, vinte foram resistentes a oxacilina e cinco
foram resistentes a kanamicina, tobramicina e gentamicina, 22 a
fincomicina.

Portanto, microrganismos ndo usualmente residentes na bholsa
pericdontal e cavidade bucal, podem ser encontrados em alguns
individuos e sua relagao com a ocorréncia de gengivite ou periodontite
deve ser investigada. Os antibidticos podem suprimir a microbiota normal,
aumentando o nitmero de bactérias oportunistas, podendo causar super-
infecgdo. Infeccdes nosocomiais com Staphylococcus aureus resistentes
a varios antibioticos tem alcangado proporcdes epidémicas. Em individuos
com deficiéncias imunologicas, as conseqléncias podem ser mais graves.

No tratamento das periodontites, devemos avaliar a real
necessidade da administragdo de antibidticos, apds a realizag@o da

raspagem e aplainamento radicular para ndo causarmos maicr prejuizo ao

paciente.



7 CONCLUSAO

a)

b)

d)

Staphylococcus spp. estavam presentes em 61,36% dos
individuos com periodontite crénica examinados na cavidade

bucal;

Staphylococcus spp. estavam presentes em 37,50% dos

individuos com periodontite crénica examinados na bolsa

periodontal;

Staphylococcus spp. estavam presentes na bolsa periodontal e
na cavidade bucal em 27,27% dos individuos., nac sendo

necessariamente a mesma espécie;

S. epidermidis fol a espécie mais prevalente para bolsa
periodontal (15,9%) e cavidade bucal (27,27%);

a maioria das cepas de Staphylococcus spp. mostrou

resisténcia aos antibidticos testados.
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Apéndice A - Termo de informagéo e consentimento para participagao em
pesquisa clinica.

TITULO: Presenca de Staphylococcus spp. no sulco gengival e na
cavidade bucal de individuos com periodontite crénica

PESQUISADORES: Jussara Cia Sanches Loberto e Antonio Olavo
Cardoso Jorge

INTRODUGAQ: As informagdes a seguir dizem respeito a este estudo.
Por favor, leia cuidadosamente e faga perguntas se achar necessario.

PROPOSITO: Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa
clinica cujo objetivo é verificar a presenca de um tipo de bactéria
{Staphylococcus aureus) na sua gengiva. Esta bactéria pode persistir na
sua boca mesmo apdés o tratamento periodontal. O Staphylococcus
aureus & resistente a alguns antibidticos, pode voltar a infectar sua
gengiva e participar da doenga periodontal.

DESCRICAO DO ESTUDO: Participardo deste estudo cerca de 70-80
pessoas que serdo atendidos ha clinica de Periodontia da Faculdade de
Odontologia da UNITAU. Serao coletadas cepas de placa bacteriana do
sulco gengival de pessoas portadores de periodontite crénica.

RISCOS E BENEFICIOS: O método da coleta de cepas com cones de
papel esterilizados e bochechos com soro fisiologico ndo causam
traumas, nem prejuizo aos individuos e oferece a possibilidade de
prevenir e tratar as pessoas afetadas com esse microrganismo de modo
a resolver seu problema periodontal com eficiéncia, melhorando sua
saude. Os pacientes que participarem receberao tratamento na Clinica de
Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade de Taubate.

COMPENSAGCAQ: Nao existem danos imediatos ou futuros previsiveis
decorrentes desta pesquisa e portanto ndo existe a possibilidade de
indenizagao. ' '

PRIVACIDADE: A pessoa que participar da pesquisa tera direito a
privacidade e toda informagdo aqui obtida permanecera confidencial nos
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limites da lei assegurando protec&o a sua imagem, mantendo sigilo e
respeitando valores culturais, sociais, morais, religiosos e éticos. Como
condigdo de participagdo vocé permitira acesso aos dados obtidos
durante o estudo aos pesquisadores neie envolvidos, aos membros da
comissac de ética, responsaveis pela andlise do projeto e a possivel
agéncia financiadora. Os resultados desta pesquisa poderdo ser
apresentados em congressos ou publicacdes, porém a identidade das

pessoas ndo sera divulgada.

DIREITO DE PARTICIPAR, RECUSAR OU SAIR: Ao participar vocé
concorda em cooperar com os procedimentos que serdo executados e
que foram descritos acima, néo abrindo mao de seus direitos legais ao
assinar o termo de consentimento informado. Sua participagao &
voluntaria e vocé poderd recusar-se a participar ou podera interromper
sua participacdo a qualquer momentc sem penalidades ou perda de
beneficios aos quais de outra forma tenha direito.

CONTATOS: Se houver qualquer duvida, vocé podera receber maiores
esclarecimentos falando com:

JUSSARA CIA SANCHES LOBERTO
Aluna do Curso de Pds-Graduagdo em Biopatologia Bucal / Faculdade de

Odontologia Sao José dos Campos / UNESP

Prof. Dr. ANTONIO OLAVO CARDOSO JORGE
Disciplina Microbiclogia e Imunologia da Faculdade de Odoniologia Sao
José dos Campos / UNESP e da UNITAU

UNESP — Sao José dos Campos
Telefone {(0___12) 321 8166 Ramal 1205

UNITAL — Taubaté
Clinica de Periodontia — Telefone (0___12) 225 4148

L aboratdrio de Microbiologia: Telefone (0___12) 225 4150
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Anexo A - Parecer do Comité de ética em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos.

€57 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AT - .
Vv CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS
u n es FACULDADE DE ODONTOLOGIA
CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, que o protocolo n®  (92/99-PH/CEP,
sobre “Staphylococcus spp. NA CAVIDADE BUCAL E NA BOLSA
PERIODONTAL DE INDIVIDUOS COM PERIODONTITE CRONICA:
PRESENGCA E SENSIBILIDADE AOS ANTIBIGTICOS”, sob a
responsabilidade de Jussara Cia Sanches Loberto, esti de acordo com
os Principios Eticos, seguindo diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisa, envolvendo seres humanos, conforme Resolugdo n® 196/96 do
Conselho Nacional de Salde e foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa.

[

S3o José dos Campos, 20 de junho de 2002.

\

Prof. Adj. Paulo Villela Santos Jtnior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa-Local

Av Heg Jrancnce ioe Loago n® 777 - Cana Podwd n® W4 - UEP 122001570 - S50 Juse don (Cumpas - 5P
B OLY) ODIAEGS L FAN D0 19212035
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Apéndice B — Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos
pacientes previamente a realizacéio da presente pesquisa.

Eu, ,
nascidc em __/ [/ na cidade de com
R.G.no. , residente na

desejo

pariicipar da pesquisa sobre “Staphylococcus spp. na cavidade bucal e na
bolsa periodontal de individuos com periodontite crénica: presenca e
sensibilidade aos antibidticos” e autorizo a liberagdo dos dados obtidos
neste estude aos pesquisadores, assim como sua publicagdo em revistas
cientificas especializadas e apresentacdo em congressos e jornadas
cientificas. Declaro gue minha participacdo ¢ voluntaria e que fui
devidamente esclarecido(a) sobre os objetivos deste estudo. Confirmo

também que recebi copia deste termo de consentimento.

Assinatura—DATA _ / [



Apéndice C - Ficha clinica utilizada na pesquisa.

Pesquisa Cientifica — Curso de Doutorado — UNESP — Sido José dos Campos

Prof. Dr ANTONIO OLAVO CARDOSO JORGE

aluna JUSSARA CIA SANCHES LOBERTO Paciente
NOME: SEXO
ENDEREGO: CIDADE
BAIRRO: CEP: FONE:
PROFISSAO: FONE:
ESTADO CIVIL: DATA NASC..
HISTORIA MEDICA

1 Esta ou esteve recentemente sob tratamento medico?

Por qual motivo?
2 Esta tomando algum medicamento? Nao ( } Sim({ } Qual ?

DATA
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sim({ } n&o( }

3 Tomou antibidtico nos Gltimos 6 meseas?

4 ja fez radioterapia? Sim { )

Nao ()}

5 Marcar com um x 0s problemas que ja teve ou tem:
diabete ( ) hepatite { } herpes { ) problemas de coracéo ( ) desmaies ( } hemorragias { )

problemas na coluna ( ) problemas renais ( ) pressac alta ( ) pressao baixa ( } AIDS ()

Outros,
8 Tem alergia a algum medicamenio? N3o{ ) Sim () Qual?

7 Fuma? Nao{ ) Sim()
8 Consome bebidas alcodlicas? Sim{ ) Nao{ }

Quamntos cigarros por dia?

9 Usa drogas? Sim{ ) Nao( }
10 $6 para mulheres — Esta gravida? Sim( ) Nao( )

2 Jafez cirurgia de gengiva? Sim{ } Nao{ )
3 Sente mau hélito? Sim{ ) nac( }as vezes{ )

HISTORIA DENTAL

1 Ja fez tratamento de gengiva? Sim{ } Nao{ )

4 Alguém da sua familia ja teve problema gengival? Sim( ) n&o{ )

[ aarw 1 1 T T T T T Tl i Ly TP T T T T EEEE
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LOBERTO, J. C. S. Staphylococcus spp. from oral cavity and
periodontal pockets related chronic periodontitis subjects: presence
and antimicrobial sensibility. 2002. 97f. Tese (Doutorado em
Biopatologia Bucal - Area de Concentragdc em Biopatologia .Bucal) —
Faculdade de Odontologia de Sédo José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista. S&c José dos Campos.

ABSTRACT

“Staphylococcus” are not usually studied in the oral cavity, when this happens,
they are considered to belong to transitory microflora. individuals that present

periodontal disease represent possibles reservoirs of these opportunist bacteria

in the oral cavity. The use of antibiotics whether for treatment of periodontal

disease or due to hospital infections, may predispose the increase of the

“Staphylococcus” spp. in the oral cavity because they easily become resistant to

antibiotics, resuiting in superinfection. The study was made with 88 patients,

minimum age — 25 years old, presenting chronical periodontitis, with, at feast, two

sites having a probing pocket bigger or equal to bmm. After anamnese and

clinical periodontal examination samples were taken from the periodontal pocket

using paper cones and from the oral cavily using mouth rinse. Of the total

patients 37,50% presented “Staphylococcus” spp. in the periodontal pocket and

61,36% in the oral cavity; 27,27% presented bacteria in the two sites, not

necessarily of the same specie. "S. epidermidis” was the most prevailing specie

in periodontal pocket {15,9%) and oral cavity (27,27%). Positive for “S. aureus™ in

the periodontal pocket were 4,56% and for the oral cavily 25%, and 3,4% were

positive for the two sites. There was not found significative statistical difference

referring to the presence of the microorganisms as lo age, smoking habit and
increase of the probing depth. The majority of the isolated "Staphylococcus”
samples showed resistance to the tested antibiotics, indicating that the drugs as
an adjunct to periodontal therapy, must be seen with caution.

KEYWORDS: Sfaphylococcus, super-infection, periodontitis,
antimicrobians.
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