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GAETTI-JARDIM, EC. Fatores associados a presenca de microrganismos superinfectantes
ou oportunistas na cavidade bucal: relagdes com a presenca de proteses totais, condicdes

periodontais e susceptibilidade a antimicrobianos. [dissertacdo]. Aragatuba: Universidade

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP; 2009.

Resumo

Este estudo avaliou a ocorréncia de bactéria entérica na cavidade oral em pacientes com
periodontite, pacientes com gengivite, individuos periodontalmente saudaveis e pacientes
edentados submetidos a tratamento odontoldgico com reabilitacdo protética na Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP. Quarenta e um edentados portadores de proteses totais,
89 pacientes com gengivite, 70 pacientes com periodontite e 50 individuos periodontalmente
saudaveis foram submetidos a exame clinico, e as condices periodontais e bucais foram
registradas. Foram coletadas amostras de saliva, mucosa bucal, gengiva e biofilme supra e
subgengival e bactérias foram detectados por cultura e PCR. Os microrganismos-alvo foram
isolados de 75,61% dos pacientes edentados, 25,84% dos pacientes com gengivite, 30% dos
pacientes com periodontite e de 18% dos individuos saudaveis. Por PCR, as frequéncias de
deteccdo foram 87,8%, 38,2%, 64,295 e 18%, respectivamente. Significativa resisténcia aos
antimicrobianos foi observada na maioria dos isolados, e verificou-se uma grande
heterogeneidade dos marcadores resistentes a ampicilina e tetraciclina.

Palavras-chaves: Boca, Enterobacteriaceae, Leveduras, Reacdo em cadeia da Polimerase
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GAETTI-JARDIM, EC. Factors associated with the presence of superinfecting
microorganisms or opportunistic in the oral cavity: relations with the presence of total

denture, periodontal status and susceptibility to antibiotics. [dissertacdo]. Aracatuba:

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP; 2009.

Abstract

This study evaluated the occurrence of enteric bacteria in oral cavity of periodontitis patients,
gingivitis patients, periodontally healthy subjects and edentulous patients wearing complete
denture undergoing dental treatment in Aracatuba School of Dentistry. Forty one edentulous
wearing complete dentures, 89 gengivitis patients, 70 periodontitis patients and 50
periodontally realthy subjects were submitted to clinical examination, and periodontal and
oral conditions were registred. Saliva, oral mucosa, subgingival and supra gingival biofilm
samples were colleted and enteric bacteria were detected by culture and PCR. Targeted
microorganisms were isolated from 75,61% of edentulous patients, 25,84% of gingivitis
patients, 30% of periodontitis patients and from 18% of healthy individuos. By PCR, the
detection frequencies were 87,8%, 38,2%, 64,29% and 18%, respectively. Significant
resistance to antimicrobial agents was observed in most of isolates, and it was veriied a great
heterogeneity of resistance markers to ampicillin and tetracycline.

Key-words: Mouth, Enterobacteriaceae, Yeasts, Polymerase Chain Reaction
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1. Introducdo Geral

A complexa microbiota bucal é composta por mais de 500 diferentes espécies
microbianas, a maioria delas associadas com a saude bucal. Contudo, por vezes, o equilibrio
entre sistema imune do hospedeiro e da viruléncia microbiana esta perdido e as infeccBes
oportunistas podem surgir. Assim, as doencas infecciosas orais tém sido freqlientemente
associadas a alteracdes da resposta do sistema imunoldgico, a méa higiene bucal, desnutricao, e
uso de alcool, que pode predispor a gengivite e periodontite. A associa¢do entre a ocorréncia
de patdgenos oportunistas e superinfectantes e as condi¢cdes periodontais ou a presenca de
proteses totais, foram estabelecidos. No entanto, o papel da bactéria entérica e
pseudomonados na etiologia das doencas periodontais permanece pouco clara. Nos pacientes
edentados usuarios de prétese total, a presenca de microrganismos entéricos pode estar
associada com o desenvolvimento de mucosite e geralmente reflete ma higiene.

Enterobacteriaceae e outros microrganismos entéricos, assim como pseudomonados
ndo sdo considerados importantes membros da microbiota bucal, e é possivel que o
desequilibrio da microbiota bucal colabore para o seu estabelecimento no biofilme oral. Em
seguida, supressdo da microbiota bucal pelo abuso ou pelo uso intensivo de antibioticos pode
facilitar uma persistente colonizagdo da cavidade oral por estes microrganismos. Além disso,
microrganismos entéricos freqientemente atuam como reservatdrios de genes de resisténcia
aos antimicrobianos e podem os espalhar para populacGes microbianas em infeccoes
nosocomiais. Além do sulco gengival, lingua e mucosa supragengival mais biofilme
representam potenciais anatdbmicos para estes microrganismos enteéricos.

Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de microrganismos entéricos,
pseudomonados e leveduras na cavidade bucal de pacientes com gengivite, periodontite,

individuos saudaveis periodontalmente e pacientes edentados que usam proteses totais, bem
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como determinar os padrdes de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados e a presenca de

marcadores genéticos de resisténcia aos principais antimicrobianos.
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Ocorréncia de bactérias entéricas, pseudomonados e leveduras na cavidade

oral: relacdo com condicfes periodontais e presenca de protese total

Esse estudo foi desenvolvido parcialmente com recursos da Fundagdo de Amparo a Pesquisa

do Estado de S&o Paulo- FAPESP (Proc. No. 07/54851-0)

* Este artigo foi escrito de acordo com as normas do periédico Brazilian Journal of Microbiology (Anexo A).
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2.1 Resumo

O estudo avaliou a ocorréncia de bactérias entéricas, pseudomonados e leveduras na cavidade
oral de pacientes com periodontite, gengivite, individuos periodontalmente saudaveis e
usuarios de protese total submetidos a tratamento na Faculdade de Odontologia de Aracatuba-
UNESP. Quarenta e um usudrios de protese total, 89 pacientes com gengivite, 70 pacientes
com periodontite e 50 periodontalmente sadios foram submetidos a exame clinico e registro
das condigdes oral e periodontal. Saliva, mucosa oral, amostras de biofilme subgengival e
supragengival foram coletados e os microrganismos alvo foram detectados por cultura e PCR.
Microrganismos entéricos e pseudomonados foram cultivados em 75,61% dos pacientes
edéntulos, 25,84% dos pacientes com gengivite, 30% dos pacientes com periodontite e em
18% dos individuos saudaveis. Através do PCR, as freqliéncias de deteccdo foram 87,8%,
38,2%, 64,29% e 18%, respectivamente. Leveduras foram frequentemente isoladas de
pacientes com proétese total sendo a Candida albicans a predominante. A ocorréncia de
Candida spp. Foi estatisticamente associada a deteccdo de microrganismos entéricos, higiene
das proteses e tempo de uso dessas Ultimas, indice de placa e uso prévio de agentes
antimicrobianos.

Palavras-chave: Cavidade Bucal, Bactérias Entéricas, Reacdo em Cadeia da Polimerase
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2.2 Abstract

This study evaluated the occurrence of enteric bacteria, pseudomonads and yeasts in the oral
cavity of periodontitis patients, gingivitis patients, periodontally healthy subjects and
edentulous patients wearing complete denture undergoing dental treatment in Aracatuba
Dental School. Forty one edentulous wearing complete dentures, 89 gingivitis patients, 70
periodontitis patients and 50 periodontally healthy subjects were submitted to clinical
examination, and periodontal and oral conditions were registered. Saliva, oral mucosa,
subgingival and supra gingival biofilm samples were collected and enteric bacteria were
detected by culture and PCR. Enteric microorganisms and pseudomonads were cultivated
from 75.61% of edentulous patients, 25.84% of gingivitis patients, 30% of periodontitis
patients and from 18% of healthy individuals. By PCR, the detection frequencies were 87.8%,
38.2%, 64.29% and 18%, respectively. Yeasts were commonly isolated from patients with
complete denture and Candida albicans was the most frequent. The occurrence of Candida
spp. was statistically associated to detection of enteric microorganisms, hygiene of the
prostheses, age of prosthetic devices, plaque index and previous use of antimicrobial agents.

Key-words: Oral Cavity, Enteric Bactérias, Polymerase Chain Reaction
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2.3 Introducdo

As doengas infecciosas na cavidade oral tém sido freqglientemente associadas a
alteracGes na resposta imunolégica, falte de higiene oral, desnutricdo severa, tabagismo,
alcoolismo e diabetes, os quais podem predispor o individuo ao desenvolvimento de gengivite
e periodontite (1,2). Além desse aspecto, a relevancia da resposta imune local e sistémica na
protecdo dos tecidos periodontais estd documentada, sendo que seu comprometimento leva a
deterioracdo das condicdes dos tecidos de suporte (3), bem como facilita a colonizagdo da
cavidade oral por microrganismos superinfectantes, como as bactérias entéricas e
pseudomonados (4).

Associacdes entre as condicdes periodontais (2,5), ou a presenca de protese total (6), e
a ocorréncia de patdgenos oportunistas e superinfectantes vém sendo avaliadas. Contudo, o
papel das bactérias entéricas e pseudomonados na etiologia da doenca periodontal ou
estomatite protética permanece sem o adequado esclarecimento (4).

A despeito da relevancia desses microrganismos na patogénese de muitas infec¢fes
oportunistas (4,7,8), a maioria dos dados sobre a ocorréncia de microrganismos oportunistas e
superinfectantes na cavidade oral sdo relacionados a pacientes com severa depressao do
sistema imunologico, particularmente pacientes HIV-positivos (4,9), ou apresentando
debilidades fisicas ou mentais (10), sendo que a ocorréncia destes microrganismos em
pacientes com diferentes condi¢fes de salde bucal ou portadores de proteses totais ainda
permanece incerta, a despeito do fato de que sdo causas freqlientes de pneumonias por
aspiracdo, particularmente em idosos. (6,8).

Em pacientes edéntulos portadores de protese total, a presenca de microrganismos
entéricos e leveduras pode ser associada com o desenvolvimento de mucosite e condicbes

precarias de higiene (6). Nesse sentido, a estomatite associada as préteses totais é considerada
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uma das formas mais comuns de candidose bucal, sendo que em pacientes dentados, além de
gengiva, lingua e mucosa oral, o prdprio biofilme supragengival e subgengival pode
representar sitios anatbmicos potenciais para colonizacdo desses microrganismos (4,11).
Nesses casos, a saliva se comportaria como um veiculo de disseminagéo intra e extra bucal
desses grupos microbianos.

A familia Enterobacteriaceae e outros microrganismos entéricos, bem como o0s
pseudomonados, ndo sdo considerados membros da microbiota oral, mas é possivel que o
desequilibrio da microbiota residente colabore para o estabelecimento desses microrganismos
oportunistas no biofilme (12). Assim, a supressao da microbiota bucal devido ao uso abusivo
ou intensivo de antimicrobianos pode facilitar a colonizacdo da boca por estas bactérias e
fungos oportunistas, sendo que esses microrganismos agem como reservatorios de genes de
resisténcia a antimicrobianos (13) e podem disseminar esses marcadores de resisténcia para as
popula¢Ges microbianas bucais susceptiveis ou para outros sitios anatdmicos, principalmente
em infec¢Ges nosocomiais, onde esses grupos microbianos se mostram profundamente ligados

a infecg0es sistémicas (14).
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2.4 Proposicdo

Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a presenca dessas bactérias
entéricas, pseudomonados e leveduras na cavidade oral de pacientes com gengivite,
periodontite, individuos periodontalmente saudaveis e pacientes edéntulos portadores de
protese total, correlacionando essa ocorréncia com o histérico de emprego de drogas

antimicrobianas, condic¢des de higiene, idade e outros fatores socioecondmicos e culturais.
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2.5 Materiais e Métodos

Populagédo Estudo

Participaram desse estudo um total de 250 pacientes, compreendendo 84 homens e 166
mulheres, com idade variando de 16 a 60 anos (média de 43,03 anos), atendidos em um
periodo de 10 anos (fevereiro de 1998 a marco de 2008), na Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”-UNESP. Deste total, 41
eram usuarios de protese total, 89 apresentavam gengivite, 70 tinham evidéncias clinicas e
radiograficas de periodontite cronica e 50 eram periodontalmente saudaveis. Todos 0S
individuos deram consentimento livre e esclarecido para a realizacdo do trabalho, que foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista-UNESP
(Protocolos 2002/01034).

Os histdricos médico e odontoldgico dos pacientes foram obtidos atraves da anamnese
e os pacientes foram submetidos a exames intra e extra bucais. Entre esses exames clinicos,
procediam-se as avaliacdes das condicdes periodontais dos pacientes dentados. Estes
pacientes mostraram > 20 dentes, ndo necessitaram de pré-medicagdo antibidtica para exame
periodontal, e ndo sofreram qualquer terapia periodontal 3 meses antes do exame. Pacientes
com periodontite deviam ter com evidéncias clinicas de perda 6ssea excedendo 5 mm em
30% ou mais dos sitios periodontais; pacientes com gengivite evidenciaram inflamacdo dos
tecidos gengivais em pelo menos 30% ou mais dos sitios anatdmicos avaliados, mas sem
caracteristicas radiograficas de perda 0ssea, enquanto os pacientes peridontalmente sadios nao
apresentaram qualquer evidéncia de perda 6ssea e inflamacéo gengival (15). Nesses pacientes
dentados, avaliava-se também o sangramento a sondagem, o indice gengival, bem como a
profundidade de sondagem. O critério de exclusdo incluiu histéria de auto-medicacéo,

diabetes, doenca auto-imune ou outra patologia sistémica.
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Em pacientes edéntulos usuarios de protese total, a presenca de patologias
inflamatorias na mucosa oral e condi¢des de higiene da protese foram também registradas

como descrito por Daniluk et al. (6).

Coleta e Processamento das Amostras Clinicas, Isolamento e Identificacdo dos
Microrganismos.

Previamente a coleta dos espécimes clinicos, os pacientes foram orientados a nao
beber, comer ou higienizar a boca 1 hora antes. Ap6s exame clinico, procedeu-se a coleta de
amostras de saliva, mucosa oral, lingua, biofilme supragengival e subgengival de pacientes
periodontalmente sadios, portadores de gengivite e aqueles portadores de periodontite. Os
espécimes clinicos foram obtidos do sitio periodontal mais atingido pela gengivite ou
periodontite, como avaliado através da profundidade clinica de sondagem e inflamacéo
gengival.

As amostras supragengivais foram obtidas atraves de curetas periodontais e
transferidas em meio de transporte VMGA 1ll (16) e &gua ultrapura Milli Q. Amostras
subengivais foram obtidas por meio de cones de papel absorvente (Dentsplay, Ind. Co. Ltd.,
RJ, Brazil) inseridos na regido mais apical das bolsas periodontais ou sulcos gengivais, onde
permaneciam por 60s, e eram transportados para o meio VMGA 111 e agua ultrapura Milli Q.

Amostras da mucosa oral foram obtidas por meio de zaragatoas alginatadas
esterilizadas e transferidas para VMGA |11 e 300ul de agua ultrapura Milli Q. A saliva foi
coletada com a utilizacdo de dispositivos Salivette (Aktiengesellsschaft, Nimbrecht,
Germany), que eram posteriormente centrifugados a 5000xg por 2 minutos e a saliva era
imediatamente diluida em VMG | e inoculada em varios meios de cultura de cultura seletivos
e ndo seletivos. Todas as amostras clinicas foram processadas em, no maximo, 2 horas apés a

coleta.
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Dos pacientes edéntulos portadores de prétese total, foram obtidas as amostras clinicas
do palato, dorso de lingua e superficie das préteses com a utilizacdo de zaragatoas alginatadas
esterilizadas (6), as quais também foram transferidas para o meio de transporte VMGA |11 e
agua ultrapura MilliQ.

Os espécimes clinicos foram inoculados em agua peptonada e caldo azida etil violeta
(caldo EVA, Difco) e incubados em temperatura ambiente e 37°C, por 3-7 dias. Apds esse
periodo, dos tubos com crescimento microbiano na agua peptonada, aliquotas de 0,1 ml foram
transferidas para o agar eosina azul de metileno (Difco), &4gar SS, 4gar MacConkey e agar
verde brilhante. Dos tubos contendo caldo EVA e crescimento microbiano, 0,1 ml foi
transferido a agar Bile Escilina. As placas eram incubadas em aerobiose a 37°C, por 48h (4).
A identificacdo dos isolados era realizada de acordo com suas caracteristicas coloniais,
tintoriais (coloracdo de GRAM), crescimento em 10% de cloreto de sddio, producéo de gés a
partir de glicose, e testes bioquimicos usando o “kit” comercial API-20E comercial
(BioMérieux SA, Marcy-I’Etoile, Franca).

Para isolamento das leveduras, as amostras clinicas foram diluidas em agua peptonada
e transferidas para agar Sabouraud Dextrose acrescido de 100 pg/ml de cloranfenicol e
incubadas a temperatura ambiente e a 37°C, por 3-7 dias. A identificacdo de leveduras foi
realizada através de testes de assimilacdo de nitrogénio e carbono, fermentacdo de
carboidratos, formacdo de tubo germinativo (de 37°C e 39°C), morfologia colonial no agar
CHROMagar Candida (MastDiagnostica, Paris, Franca), bem como crescimento a 37°C e

42°C (4).

Deteccéo de Patdgenos Bacterianos por PCR
O DNA presente nas amostras clinicas transportadas em agua ultrapura Milli Q foi

extraido usando o “kit” comercial DNA Mini Kit QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemanha), de
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acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracdo do DNA bacteriano foi determinada
por espectrofotometria (Model DU-640, Beckman Instruments, Richmond, Wash, Estados
Unidos) a Az nm. A presenca de membros da familia Enterobacteriaceae (17), do género
Enterococcus spp. (18), de E. faecalis, E. faecium (19), do género Pseudomonas spp. e da
espécie P. aeruginosa (20) foi avaliada por PCR usando pares de iniciadores especificos
(Tabela 1).

Amplicagcbes do PCR foram feitas em volumes de 25 pL contendo tampédo 1X
PCR/Mg™" (Boehring Mannheim, Indianapolis, IN, Estados Unidos), 0.2 mM de cada dNTP
(Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, Estados Unidos), 0.5 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil), 0.4 uM de cada par de iniciadores (Invitrogen) e 10 ng de
DNA. As amplificacdes foram feitas em termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System
9700, Norwalk, CT, USA) programadas para um ciclo inicial de 94°C (5 min), para
desnaturacdo do DNA, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30s; temperatura de anelamento para
cada par de iniciadores, por 1 min.; 72°C por 1 min., e entdo 72°C por 5 min, para permitir a
completa extensao das fitas de DNA.

Os produtos da amplificagdo foram comparados por eletroforese em gel de agarose a
1% em tampdo 1X TBE, corado com brometo de etidio (0.5 mg/mL) e fotografado sobre
transiluminador de luz ultravioleta (UV) (Kodak Digital Science, Electrophoresis
Documentation Analysis System 120, Eastman Kodak Co., NY, USA). Em todas as reagdes
de amplificacdo utilizou-se o0 DNA de cepas de referéncia como controle positivo e o

marcador de peso molecular 1kb DNA ladder (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brazil).

Estatisticas
A andlise estatistica foi feita usado o software “Statistical Package for the Social

Sciences” (SPSS Incs v.13, Chicago, IL, USA). A frequéncia de deteccdo dos microrganismos
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foi avaliada para cada item analisado. Diferencas significativas na ocorréncia dos diferentes
microrganismos entre os grupos de pacientes foram analisadas utilizando os testes de Mann-
Whitney, Qui-quadrado e teste exato de Fisher. AssociacOes entre a prevaléncia de diferentes
microrganismos e parametros clinicos foram examinadas por regresséo logistica multivariada.

Uma diferenga de P<0.05 foi considerada estatisticamente significante.
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2.6 Resultados

Pela cultura, microrganismos entéricos e pseudomonados foram encontrados em
75,61% dos pacientes edéntulos usuarios de protese total, 18% dos pacientes
periodontalmente sadios, 25,84% dos pacientes com gengivite e 30% dos pacientes com
periodontite (Tabela 2). Os microrganismos mais freqiientemente detectados foram dos
géneros Enterococcus, Enterobacter, Klebsiella e Pseudomonas.

No entanto, pelo uso do PCR, as espécies da familia Enterobacteriaceae foram
detectadas, respectivamente, em 78,04%, 30%, 37,08% e 44,29% dos pacientes edéntulos,
sadios, pacientes com gengivite e aqueles com periodontite, respectivamente (Tabela 3).
Vérias amostras clinicas possuiam 2 ou mais espécies concomitantemente. Pelo método do
PCR, E. faecalis e P. aeruginosa foram as espécies mais comumente detectadas (Tabela 3).

Em relacdo a deteccdo de leveduras, a presenca de Candida sp. foi verificada em
70,73% dos pacientes usuarios de protese total, 15,73% dos pacientes com gengivite, 18,57%
dos pacientes com periodontite e em 14% das amostras dos individuos periodontalmente
saudaveis. Os isolados mais comumente observados foram C. albicans e C. glabrata, sendo
que C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei foram isoladas de algumas amostras,
especialmente de pacientes edéntulos (Tabela 2).

A ocorréncia de leveduras, bactérias entéricas e pseudomonados em pacientes
edéntulos mostrou estar inter-relacionada (P= 0.029). Similarmente, foi verificada associacao
estatistica entre falta de higiene com os dispositivos protéticos e ocorréncia desses
microrganismos (P=0.024), bem como com a idade das proteses (idade > 5 anos, P <0.01) e
presenca de candidose (P= 0.041). A presenga concomitante de trauma local e lesdes
hiperplésicas na mucosa ndo foram estatisticamente significantes.

Em pacientes com gengivite e 0os com periodontite, higiene oral precaria (P= 0.046) e
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uso prévio de agentes antimicrobianos foram estatisticamente associados com a ocorréncia
dos microrganismos alvo. A presenca de sangramento a sondagem (P=0.078) e perda de
insercdo (P=0.092) n&o estiveram relacionados com a ocorréncia desses microrganismos,
sendo que a presenca desses microrganismos ndo mostrou correlacdo com nenhum fator

avaliado ou condicdo clinica.



47

2.7 Discussdo

Os microrganismos entéricos, os pseudomonados e as leveduras tém sido envolvidos
em infecgBes intra e extra bucais, e estudos tém evidenciado que a propria cavidade bucal
pode agir como reservatorio desses patdgenos oportunistas e seus genes de resisténcia a
antimicrobianos (4,5,13). No entanto poucos dados suportam a participacdo desses
microrganismos entéricos no desenvolvimento de estomatite protética, particularmente em
associacdo com leveduras (6,21) ou na patogénese de doencas periodontais (4,5).

A colonizacdo da orofaringe com bacilos entéricos GRAM-negativos pode ser um
fator que contribui para a patogénese da pneumonia aspirativa, que é a mais comum causa de
morte entre pacientes idosos debilitados (8,10). Além desse aspecto, a presenca de bastonetes
GRAM-negativos entéricos, enterococos ou pseudomonados em pacientes edéntulos usuarios
de protese total pode representar um risco maior de infecgdes sistémicas (6). Contudo, a
distribuicdo de patdgenos extra bucais na populacdo de baixa renda com higiene bucal
deficiente ainda permanece sem o adequado esclarecimento. Assim, € de grande importancia
o fato de que muitos microrganismos cultivados (Tabela 2) ou detectados por PCR (Tabela 3)
sdo associados com pneumonia aspirativa (8).

Por vezes, é dificil discernir efeitos diretamente associados ao envelhecimento sobre a
composicdo da microbiota e condi¢cdes de salde bucais, porque nos idosos um numero
relevante de outros fatores concomitantes, como xerostomia, medicamentos, proteses,
também podem causar mudangas (22). No presente estudo, quando a microbiota de pacientes
com diferentes condicdes periodontais ou portadores de protese total sdo comparados, 0s
dados ndo evidenciam diferenca estatisticamente significante. Contudo, as dimensdes dos
grupos experimentais e as particularidades dos voluntarios ndo permitiam comparacfes

seguras entre pacientes com diferentes idades.
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A relacdo entre a ocorréncia de bastonetes entéricos e 0 uso de protese total necessita
de avaliagdes. Os resultados de Marsh et al. (22) e Gosney et al. (10) ndo evidenciaram
qualquer associacdo entre esses fatores, enquanto Daniluk et al. (6) detectou uma alta
freqliéncia de colonizacdo por estas bactérias entéricas e pseudomonados em usuérios de
prétese total.

No presente ensaio, higiene oral precaria e manutencdo insatisfatéria das proteses
totais foram significativamente associadas com colonizacdo da mucosa e proteses por
microrganismos superinfectantes e leveduras, bem como a concomitante ocorréncia de
candidose, sendo que a presenca desses microrganismos em pacientes edéntulos com higiene
oral e manutengdo das proteses satisfatdrias esses microrganismos foram detectados em
56,25% das amostras de mucosa, enquanto em pacientes com pobre padréo de higiene essa
freqliéncia de deteccdo foi de 88%, valores considerados muito elevados se comparados aos
da literatura (6,21).

A composicdo da microbiota oral é estreitamente relacionada com as propriedades
fisicas e quimicas das diferentes superficies da boca, que incluem a presenga de receptores de
adesdo microbiana, o potencial de 6xido-redugdo do sitio anatdmico, a presenca de nutrientes
e receptores para a adesdo microbiana. Em anos recentes, tem-se observado em
envelhecimento progressivo e rapido da populacgdo brasileira devido a combinagdo entre uma
melhora na expectativa de vida e uma reducdo profunda da taxa de natalidade, sendo que uma
parcela muito grande dessa populacdo mais idosa utiliza ou utilizarad proétese total, suportada
ou néo por implantes.

Outro aspecto que merece consideracdo reside no fato de que pacientes portadores de
protese total freqlientemente consomem alimentos mais moles, dietas ricas em carboidratos,
0s quais podem favorecer a adesdo de Candida spp., particularmente na superficie acrilica

das proteses (23,24).
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Desde que infecgbes fungicas sdo também relacionadas com situagcdes de higiene
bucal precaria e uso de protese total (6), € dificil o estabelecimento da relacdo entre a presenca
de bactérias entéricas, outros superinfectantes (como enterococos), leveduras e inflamacdo da
mucosa. Entretanto, a presenca de mediadores da inflamagao podem ser associados com uma
alta frequiéncia de colonizacdo por Candida e microrganismos entéricos (6). Nestes pacientes
edéntulos portadores de protese total e com baixo padrdo de higiene bucal, a ocorréncia de
microrganismos entéricos pode ser associado com a halitose caracteristica (25), sendo que
provavelmente a idade do dispositivo protético pode favorecer a colonizacéo da cavidade oral
por microrganismos superinfectantes por criar areas de retencdo de residuos alimentares, uma
vez que a ocorréncia de trauma mecanico ndo mostrou correlagdo com a freqiiéncia de
detec¢cdo dos microrganismos alvo (P=0,078) e a higiene dessas préoteses mais antigas quase
sempre era insatisfatoria.

No presente estudo, a maioria dos pacientes usuarios de protese total era do género
masculino e de meia idade, consumidores cronicos de tabaco e alcool. E sabido que o tabaco,
0 &lcool e 0 uso de préteses podem aumentar a colonizagcdo por patégenos oportunistas,
particularmente os fungos. A maior parte das infec¢des fungicas na cavidade oral comumente
envolve C. albicans (26,27), C. tropicalis, C. parapsilosis (27) e Candida krusei (28). Neste
estudo, C. albicans foi o fungo mais freqlientemente detectado, mas outras espécies também
foram isoladas das amostras clinicas, em menor nimero.

Isolados do género Candida vém sendo observados em 10% a 80% dos individuos
sadios, geralmente em numero reduzido (29), mas em pacientes seriamente debilitados, essas
leveduras podem causar superinfec¢des locais ou sistémicas (30). A tabela 2 evidenciou uma
grande ocorréncia de leveduras em pacientes edéntulos, a maioria deles idosos, justificando
novas abordagens na manutencdo dos cuidados com as proteses a fim de prevenir a

colonizagdo fungica e a ocorréncia de micoses oportunistas.
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A patogénese da gengivite e, principalmente, periodontite depende da participagédo de
microrganismos especificos, que desempenham diferentes papéis no desenvolvimento do
processo inflamatério e uma Unica espécie microbiana ndo é capaz de iniciar ou exacerbar o
processo de perda Ossea e destruicdo dos tecidos periodontais (4). Além desse aspecto, em
pacientes com imunossupressdo, ou submetidos a terapia antimicrobiana por longos periodos,
bem como pacientes com necessidades especiais, 0 desenvolvimento da doenga periodontal
pode ser associado com o estabelecimento de microrganismos entéricos e superinfectantes na
cavidade oral, os quais abrigam diversos marcadores para resisténcia a antimicrobianos
(4,13,31,32). Deste modo, a ocorréncia destas bactérias pode afetar o padrdo de
susceptibilidade da microbiota oral e 0 uso de drogas como adjuvante no tratamento da
periodontite deve levar esse aspecto em consideracdo, como recomendam Slots & Ting (33).

Os dados apresentados no presente estudo mostram que, embora 0S microrganismos
alvo tenham sido isolados de 18% dos individuos periodontalmente sadios, em 25,84% e 30%
dos portadores de gengivite e periodontite, respectivamente, ndo foram observadas
correlagbes com as condicOes clinicas periodontais, nem do ponto de vista qualitativo (as
diferentes espécies detectadas) ou quantitativo (a participacdo desses microrganismos na
populagdo microbiana como um todo). No entanto, condi¢cGes de higiene oral foram
inversamente proporcionais a ocorréncia destes microrganismos superinfectantes (P= 0.046),
como previamente sugerido por Slots et al. (34).

No presente estudo, a ocorréncia de cocos GRAM-positivos entéricos, bastonetes
GRAM-negativos e pseudomonados foi elevada, como também relatado por Gongalves et al.
(13), que detectaramou esses microrganismos em 20% dos pacientes com periodontite
cronica. Contudo, Diz Dios et al. (11), com pacientes HIV-positivo, evidenciaram proximos
aos observados na Tabela 2, para pacientes com periodontite. Nesse sentido, a higiene bucal

precaria € 0 uso de drogas antimicrobianas, caracteristicas freqlientemente observadas na



51

populacdo brasileira, podem colaborar com o estabelecimento desses patdgenos na cavidade
oral, talvez com a mesma intensidade extensdo que o comprometimento imunolégico produz
em alguns pacientes HIV-positivos.

A microbiota oral pode ser influenciada por antibiéticos devido ao efeito direto dos
mesmos durante a ingestdo de drogas por via oral e pela secrecdo de drogas pelo sulco
gengival ou saliva. Estes agentes antimicrobianos podem induzir supressdo parcial da
microbiota anaerdbia bucal e promover colonizacdo da cavidade bucal por oportunistas
exogenos resistentes a esses farmacos ou por espécies fungicas, especialmente Candida spp.
(35) e outros organismos superinfectantes (2,35).

De 17 pacientes que declararam uso de drogas antimicrobianas 3 meses antes da coleta das
amostras, 13 usaram pB-lactamicos, drogas que reconhecidamente possuem efeitos significativos
sobre a microbiota anaerdbia residente da cavidade bucal. Os resultados do presente estudo
confirmam que o uso de drogas antimicrobianas pode colaborar para o estabelecimento de
bactérias entéricas e leveduras na cavidade oral (Tabela 4). Se os dados sdo analisados em nivel
de espécies, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans foram as espécies
mais beneficiadas com o uso de antimicrobianos pelos pacientes (P=0,032, P= 0.028, P= 0.039,

respectivamente).
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2.8 Conclusdes

Diante do exposto pode-se concluir que:

- Embora participagdo desses microrganismos entéricos, fungos e pseudomonados no total
da populagdo microbiana seja pequena em termos relativos, a frequéncia de deteccdo dos
mesmos € bastante elevada em todas as categorias de pacientes estudados;

- Dentre os fatores que favorecem a implantagcdo desses microrganismos estdo o uso de
dispositivos protéticos e condi¢Bes precérias de higiene;

- Nos pacientes portadores de proteses totais deve-se dar grande importancia a manutencao
das mesmas e a substituicdo da prétese quando a mesma nao apresentar mais condigdes
adequadas, visto que a inobservancia desse cuidado eleva significativamente a ocorréncia

desses microrganismos
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Tabela 1. Pares de Primer usados na amplificagdo do DNA.

Temperatura
Microrganismo Oligonucleotideos

de anelamento

Enterobacteriaceae 5-AAC CAG TTC CGC GTT GGC CTG G-3' 50°C
5'-CCT GAA CAA CAC GCT CGG A-3
5’-TAC TGA CAA ACC ATT CAT GAT G-3’
Enterococcus sp. 55°C
5-AAC TTC GTC ACC AAC GCG AAC -3
5’- ATC AAG TAC AGT TAGTCT-3
E. faecalis 47°C
5’- ACG ATT CAA AGC TAACTG-3
] 5-TTG AGG CAG ACC AGATTG ACG-&
E. faecium 50°C
5-TAT GAC AGC GAC TCC GAT TCC-3’
5- GAC GGG TGA GTAATG CCT A-3
Pseudomonas sp. 54°C
5-CACTGG TGT TCCTTC CTATA-3
] 5-GGG GGATCT TCG GAC CTC A-3
P. aeruginosa 58°C

5-TCC TTAGAG TGC CCA CCC G-3




6l

Tabela 2. Deteccdo de bactérias entéricas, pseudomonados e leveduras em pacientes

edéntulos, pacientes com gengivite ou periodontite. Resultados obtidos por cultura.

Pacientes

Microrganismo
9 EP' N (%) GP? N (%) PP® N(%) PHS* N (%)

Acinetobacter bamannii 3(7,32) 3(3,37) 4 (5,71) 0(0,0)
Citrobacter freundii 2 (4,88) 3(3,37) 1(1,43) 1(2,0)
Escherichia coli 3(7,32) 1(1,12) 2 (2,86) 0(0,0)
Enterobacter cloacae 6 (14,63) 6 (6,74) 5(7,14) 1(2,0)
Enterobacter intermedius 3(7,32) 1(1,12) 2 (2,86) 0 (0,0
Enterobacter sakazakii 4 (9,76) 2 (2,25) 2 (2,86) 1(2,0)
Enterococcus sp. 3(7,32) 6 (6,74) 5(7,14) 4 (8,0)
Enterococcus faecalis 5(12,2) 13 (14,61) 8(11,43) 5 (10,0)
Enterococcus faecium 3(7,32) 2 (2,25) 3(4,29) 0 (0,0
Klebsiella oxytoca 6 (14,63) 2 (2,25) 2 (2,86) 1(2,0)
Klebsiella pneumoniae 2 (4,88) 1(1,12) 0 (0,0 0 (0,0
Morganella morganii 5(12,2) 7(7,87) 4 (5,71) 1(2,0)
Pantoea agglomerans 3(7,32) 2 (2,25) 2 (2,86) 0 (0,0
Proteus mirabilis 1(2,44) 1(1,12) 3(4,29) 0 (0,0
Proteus vulgaris 2 (4,88) 3(3,37) 2 (2,86) 0 (0,0
Providencia alcalifaciens 3(7,32) 2 (2,25) 1(1,43) 0 (0,0
Pseudomonas aeruginosa 4 (9,76) 5 (5,62) 5(7,14) 1(2,0)
Pseudomonas fluorescens 1(2,44) 0(0,0) 1(1,43) 0 (0,0
Serratia liquefaciens 2 (4,88) 4(4,49) 3(4,29) 0 (0,0
Serratia sp. 4 (9,76) 3(3,37) 2(2,86) 0 (0,0

Total de bactérias alvo* 31 (75,61) 23 (25,84) 21 (30,0) 9 (18,0)
Candida albicans 23 (56,1) 13 (14,61) 11 (15,71) 7 (14,0)

C. glabrata 7 (17,07) 3(3,37) 2 (2,86) 0 (0,0

C. tropicalis 4 (9,76) 1(1,12) 1(1,43) 1(2,0)

C. parapsilosis 3(7,32) 1(1,12) 0 (0,0) 1(2,0)

C. krusei 3(7,32) 1(7,69) 1(0,0) 0 (0,0

Total leveduras* 29 (70,73) 14 (15,73) 13 (18,57) 7(14,0)

Pacientes edéntulos usuérios de protese total N=41

’Pacientes com gengivite N=89

3pacientes com periodontite N=70

*Pacientes periodontalmente saudaveis N=50

* Alguns pacientes apresentaram mais do que uma espécie de bactéria entérica ou
levedura concomitantemente.
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Tabela 3. Detec¢do das bactérias alvo por PCR.

Pacientes

Microrganismo
g EP' N(%) GP? N(%) PP° N (%) PHS' N (%)

Enterobacteriaceae 32 (78,05) 33 (37,08) 31 (44,29) 15 (30,0)
Enterococcus sp. 4 (9,76) 9(10,11) 12 (17,14) 4 (8,0)
E. faecalis 7 (17,03) 19 (21,35) 14 (20,0) 7 (14,0)
E. faecium 5(12,2) 5 (5,62) 3 (4,29) 1(2,0)
Pseudomonas sp. 9 (21,95) 9(10,11) 8 (11,43) 1(2,0)
P. aeruginosa 7 (17,07) 7 (7,87) 8 (11,43) 1(2,0)
Total bactéria alvo* 36 (87,8) 34 (38,2) 45 (64,29) 18 (36,0)

Pacientes edéntulos usuérios de protese total N=41

“Pacientes com gengivite N=89

3pacientes com periodontite N=70

*Pacientes periodontalmente saudaveis N=50

* Alguns pacientes apresentaram mais do que uma espécie de bactéria entérica ou

levedura concomitantemente.
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Tabela 4. Fatores associados com a presenca de bactérias alvo e fungos na cavidade

oral de edéntulos, pacientes com gengivite e periodontite.

Grupo experimental N (%) P

Pacientes edéntulos (n=41)

1) Higiene da protese

Satisfatorio N= 16 9 (56.25)
Insatisfatorio N=25 22 (88.0)  P=0,024*
2) ldade da proétese
Sanos< N=11 3(27.27)
idade 5-10 anos N= 20 18 (90.0) P<0,01*
idade > 10 anos N=10 10 (100.0)
3) Candidose N= 13 12 (92.31) P=0,041*

Pacientes com gengivite e periodontite (N=159)
1) indice de placa

X <50% N=58 10(17.24)

X>50% N=101 34(33.66) P=0,046*
2) Uso prévio de antimicrobiano

Sim N=17 11 (64.71)

Nido N=142 33(23.24) P=0,021*

* Estatisticamente significante
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Resisténcia a antimicrobianos de microrganismos isolados da cavidade oral
de pacientes com diferentes condicdes de higiene oral e usuarios de proétese

total

Esse estudo foi desenvolvido parcialmente com recursos da Fundacdo de Amparo a Pesquisa

do Estado de Séo Paulo- FAPESP (Proc. No. 07/54851-0)

* Este artigo foi escrito de acordo com as normas do periddico Brazilian Journal of Microbiology (Anexo A).
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3.1 Resumo

Obijetivo. Este estudo avaliou a resisténcia a antimicrobianos de microorganismos isolados de
pacientes usando proteses totais, pacientes com gengivite, pacientes com periodontite, e
individuos peridontalmente saudaveis. Trezentos e quatro aerébios ou anaerobios facultativos
e 270 anaerobios estritos foram testados. As concentragdes inibitdrias minimas da droga
foram avaliadas pelo método de diluicdo em agar. O agar Mueller-Hinton foi usado para
aerobios ou anaerdbios facultativos, enquanto que agar Wilkins Chalgren suplementado com
hemina, menadiona e sangue de cavalo e foi empregado para o0s anaerdbios estritos. Um nivel
significativo de resisténcia a maioria dos agentes antimicrobianos foi observado para aerébios
ou anaerdbios facultativos, com excecdo dos carbapanémicos, rifampicina e ciprofloxacina,
enguanto anaerdbios estritos evidenciaram resisténcia especialmente para B-lactamicos,
eritromicina e tetraciclina. O metronidazol foi altamente eficaz frente a anaerobicos GRAM-
negativos, enquanto clindamicina, imepenem, meropenem e rifampicina foram altamente

eficazes contra todos os anaerdbios estritos.

Palavras-chave: Resisténcia Microbiana a Medicamentos, Agentes Antibacterianos, Reacéo

em Cadeia da Polimerase
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3.2 Abstract

Objective. This study evaluated the resistance to antimicrobials of microorganisms isolated
from patients wearing complete dentures, gingivitis, periodontitis patients, and periodontally
health subjects. Three hundred four aerobes or facultative anaerobes, as well 270 strict
anaerobes were tested. The minimal inhibitory concentrations of the drugs were evaluated by
mean the agar dilution method. The Mueller-Hinton agar was used for facultative anaerobes
and aerobes, while Wilkins-Chalgren agar supplemented with hemin, menadione and horse
blood was employed for the strict anaerobes. A significant level of resistance to most
antimicrobial agents was observed for aerobes and facultative anaerobes, excepting
ciprofloxacin and rifampicin, while strict anaerobes evidenced resistance especially to B-
lactams, erythromycin, and tetracycline. Metronidazole was highly effective against GRAM-
negative anaerobes and clindamycin, imepenem, meropenem and rifampicin were highly

effective against all strict anaerobes and most aerobes and facultative anaerobes.

Key-words: Drug Resistance Microbial, Anti-Bacterial Agents, Polymerase Chain Reaction
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3.3 Introducdo

A cavidade oral pode agir como um reservatorio de microrganismos superinfectantes
comumente associados a infec¢Oes oportunistas e sistémicas (1,2) especialmente em idosos
que fazem uso proteses totais (3). Além disso, a maioria desses grupos é exdgena para a
cavidade oral e do uso, ou uso indevido, de antimicrobianos (4,5), bem como a difuséo de
genes de resisténcia entre os membros da microbiota bucal. Padrdes pobres de higiene podem
facilitar a colonizacdo da boca por bactérias superinfectantes, especialmente a partir de
microbiota entérica (6).

Infeccdes orais, tais como mucosite por protese, endodontica, periodontal e periapical,
resultam da perda de equilibrio entre a resposta imune e fatores de viruléncia da microbiota
(7,8). Embora procedimentos locais e cirdrgicos, como a drenagem, de infeccdes orais
continuam a ser as bases do tratamento, os agentes antimicrobianos podem atuar como
adjuvantes na terapéutica, especialmente em locais anatdmicos onde procedimentos cirirgicos
ou locais ndo podem ser alcangcados. A grande maioria destes processos infecciosos sdo um
misto de aerdbio-anaerdbio, com predominio dos anaerobios estritos (9).

Nos paises em desenvolvimento, a determinacdo dos padrGes de resisténcia aos
antimicrobianos para anaerdbios estritos ndo constitui um procedimento rotineiro (10), o que
obriga o clinico a se basear, na prescricdo desses medicamentos, na literatura européia,
japonesa e norte-americana, onde habitos de automedicacdo ndo sdo amplamente
disseminados na populagédo. Além disso, 0 mau uso de antibidticos e outras drogas geralmente
levam a selecdo de microrganismos resistentes e o resultado do tratamento clinico pode ser
ruim (9).

A associacdo entre as condicdes periodontais (11,12) ou a presenca de protese total (3)

e da ocorréncia de patdgenos oportunistas e superinfectantes foram estabelecidos. No entanto,
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ndo sdo disponiveis dados sobre a susceptibilidade a antimicrobianos de microorganismos
isolados de drogas de diferentes condi¢des periodontais e dispositivos protéticos. Além desse
aspecto, em uma pesquisa recente nos E.U.A., Goldstein et al. (13) evidenciaram que apesar
de cultura para anaerdbios ser rotina nos laboratérios clinicos americanos, a identificacdo de
isolados microbianos e a realizacdo de testes de susceptibilidade a antimicrobianos necessitam

de melhorias consideraveis.
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3.4 Proposigdo

O objetivo deste estudo foi avaliar a susceptibilidade de microrganismos isolados a
partir de varios sitios anatdmicos da cavidade bucal de pacientes usando préteses totais, ou
portadores de gengivite ou periodontite cronica e pacientes periodontalmente saudaveis a

antimicrobianos comumente utilizados para o tratamento de infec¢Ges de cabeca e pescoco.
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3.5 Materiais e Métodos

Pacientes

A populacdo deste estudo consistiu de 250 pacientes, compreendendo 84 homens e
166 mulheres, com idade entre 16-60 anos (idade média de 43,03 anos), atendidos dentro de
um periodo de 10 anos na Faculdade de Odontologia de Aracgatuba, Universidade Estadual
Paulista-UNESP, Brasil, a partir de fevereiro de 1998 a marco de 2008. Quarenta e um
pacientes usavam proteses totais, enquanto que 89 apresentavam-se com gengivite, 70 eram
pacientes com periodontite crénica e 50 individuos periodontalmente saudaveis, de acordo
com os critérios descritos por Tonetti & Claffey (14). Todos os individuos assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido para a realizacdo do trabalho, o qual foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista-UNESP (Protocolos
2002/01034).

Os criterios de exclusdo foram historia de automedicacdo, diabetes, doencas auto-
imunes e outras patologias sistémicas.

Amostras clinicas, isolamento e identificacdo microbiana.

Antes de exames clinicos, procedia-se a coleta de saliva da mucosa oral, lingua, e
biofilme supragengival e subgengival de individuos saudaveis periodontalmente, pacientes
com gengivite e periodontite.

Amostras clinicas foram retiradas de trés sitios periodontais mais afetados em cada
paciente (5) por meio de cones de papel absorvente (5), enquanto o biofilme supragengival foi
removido com auxilio de curetas periodontais. Amostras clinicas foram transferidas para meio
de transporte VMGA 111(15). As amostras da mucosa bucal foram obtidas por meio de

zaragatoa estéril, a qual foi transferida para a 3 ml de VMGA I1l. No laboratério, as amostras
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clinicas eram submetidas a dilui¢cdes seriadas em VMG | e inoculadas em meios seletivos e
ndo seletivos.

Saliva foi coletada usando dispositivos Salivette (Aktiengesellsschaft, Nimbrecht,
Alemanha), que foram centrifugados, a 5000 xg, durante 2 minutos, e, a seguir, a saliva era
diluida em VMG 1 e inoculados em meios de cultura seletivos e ndo seletivos. Os pacientes
foram orientados a ndo beber, comer ou limpar suas bocas 1h antes da coleta saliva. Amostras
clinicas foram processados dentro de 2 horas.

As amostras clinicas de pacientes desdentados foram obtidas do palato, dorso da
lingua e da superficie dos dispositivos protéticos, tendo sido coletadas através de zaragatoa
alginatada (3), que também foram transferidas para VMGA 1ll. As amostras de saliva desses
pacientes também foram coletadas segundo metodologia descrita acima.

Espécimes clinicos foram inoculados em &gua peptonada e caldo etil violeta azida
(caldo EVA, Difco) e incubadas em temperatura ambiente e 37°C, por 3-7 dias. Entdo, a partir
de crescimento bacteriano observado em &gua peptonada, aliquotas de 0,1 ml foram
transferidas para agar eosina azul metileno, agar SS, agar MacConkey e agar verde brilhante.
A partir de tubos contendo caldo EVA, 0,1 ml foi transferida para o agar bile esculina. As
placas agar foram incubadas em aerobiose, a 37°C, por 48 h (5). Espécies bacterianas foram
identificadas de acordo com as suas caracteristicas coloniais, coloracdo de GRAM, um
crescimento de 10% de cloreto de sddio, a producdo de gas da glicose, e testes bioquimicos
utilizando kits comerciais (bioMerieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca).

Das dilui¢des seriadas em meio VMG 1, aliquotas foram também inoculadas em agar
Fastidious Anaerobe, suplementado com extrato de levedura (0,5%), hemina (5 pg/mL), e
menadiona (1 pg/mL), para o isolamento de anaerdbios estritos de cultivo exigente; agar
cristal violeta eritromicina (agar CVE), para isolamento de fusobactérias orais, agar de

tripticaseina de soja bacitracina e vancomicina (agar TSBV), para Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans, &gar FAA acrescido de vancomicina (0,5 mg/L) e canamicina (0,016
mg/L) para isolamento de cocos e bacilos GRAM-positivos anaerdbios, e incubados em
anaerobiose (90% N, + 10% de CO,), a 37°C, por 14, 4, 3 e 14 dias, respectivamente (16).

Os isolados foram submetidos a andlises morfocelular e morfocolonial, teste
respiratério e teste da catalase. A identificacdo com o género e nivel de espécie foi realizada
por Kits comerciais (bioMérieux SA, Marcy-l "Etoile, Franca). Entretanto, alguns isolados dos
géneros Campylobacter, Eikenella, Porphyromonas e Prevotella que ndo foram corretamente
identificados por testes convencionais tiveram a sua identificacdo confirmada através da
amplificacdo do seu DNA e PCR usando oligonucleotideos especificos condi¢des descritas
por Ashimoto et al. (17).

Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos.

Todos os isolados de aerdbios, anaerdbios facultativos (N = 304), microaerdéfilos e
anaerébios estritos (N = 270) foram analisados quanto a suscetibilidade aos antimicrobianos
pelo teste de diluicdo em agar como método recomendado pelo Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, antigamente conhecido como o NCCLS, 2003 e 2004; documento M7-A6
para a realizacdo de ensaios envolvendo aerobios e aprovada norma M11-A6 anaerdbios de
cultivo exigente). Os testes foram realizados pelo método de diluicdo em agar. Agar Wilkins-
Chalgren complementado com sangue de cavalo, hemina (5 mg / mL) e menadiona (1 mg /
mL) foi utilizado para anaer6bios estritos e Agar Mueller-Hinton foi usado para aerdbios
facultativos e anaerobios.

Resumidamente cinco col6nias de cada linhagem bacteriana foram inoculadas em 2 ml
de caldo esteril Mueller-Hinton ou infusdo em caldo de cérebro coracdo suplementado com
hemina, menadiona e extrato de levedura e incubado a 37 ° C durante 12-48 h. A turbidez foi
ajustada para corresponder ao padrao de 0,5 da escala de McFarland. Os in6culos bacterianos

foram padronizados em 10° células e transferidos para as placas de Petri contendo o0s
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antimicrobianos e placas de controle (sem drogas), utilizando um replicador Steer's (CEFAR
Ltda, S&o Paulo , SP, Brasil). A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi definida como a
menor concentracdo da droga capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano.

Um total de 16 antibidticos ou drogas associacBes foram testadas. Os antibi6ticos
foram obtidos a partir da Oxoid (Basingstoke, Inglaterra) e para os anaerdbios facultativos e
aerébios constou das seguintes: amicacina, amoxicilina, amoxacillin/acido clavulanico,
cefoxitina, cefalotina, cloranfenicol, ciprofloxacina, doxiciclina, gentamicina, imepenem,
meropenem, &cido nalidixico, rifampicina, e tetraciclina. Para 0s anaerobios estritos,
amoxicilina, amoxacillin/acido clavulénico, azitromicina, cefoxitina, cefalotina, clindamicina,
doxiciclina, eritromicina, imepenem, meropenem, metronidazol, rifampicina, tetraciclina
foram testadas. Antimicrobianos foram testados numa concentracdo em duas vezes superior a
concentracdo séries variando de 0,06 pg/mL para 512 pg/mL. Apdés a incubagdo, a
organismos foram classificados como sensiveis (S) e resistente (R), de acordo com
orientacdes da CLSI.

F. nucleatum ATCC 10953 e ATCC 25586, E. lentum ATCC 43055 e ATCC 23745 e
B. fragilis foram utilizadas como cepas de referéncia para o controle de qualidade nos ensaios
envolvendo anaerdbios estritos, enquanto que E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213,
P. aeruginosa ATCC 27853, ATCC 29212 e E. faecalis foram utilizadas em experimentos
envolvendo os anaerdbios facultativos. As placas teste e as placas controle foram incubadas
por via anaerdbia (90% N, + 10% CO,) ou aerdbia a 37 ° C, por 48 horas.

Deteccdo de p-lactamases

Os isolados resistentes aos B-lactamicos foram também testados para avaliar a
presenca de atividade de p-lactamases. Utilizaram-se os métodos da cefalosporina

cromogénica (18) e o método bioldgico (10,19). Os dois métodos foram realizados em funcéo
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da incapacidade do método da cefalosporina cromogénica em detectar alguns tipos de f-
lactamases produzidas por alguns anaerébios estritos (18,19).

No método da cefalosporina cromogénica empregaram-se os discos de cefinase,
segundo as realizado de acordo com as instrugdes do fabricante (Calbiochem, San Diego,
California, E.U.A.). Resumidamente, discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro,
impregnados com nitrocefin foram umedecidos com NaCl 0,85% e varios fragmentos de
colénias de microrganismos resistentes eram transferidos para a superficie dos discos Apos
10-60 min, discos foram examinados para o aparecimento de uma coloragéo rosa-vermelha
caracteristica da degradacdo do nitrocefina pela a¢do da B-lactamase bacteriana.

No método bioldgico, 20 pL das culturas dos isolados resistentes eram plaqueados na
superficie do agar Wilkins Chalgren contendo 0.5ug/mL do pB-lactdmico para o qual o
microrganismo testado mostrou-se resistente. Estas placas foram incubadas em anaerobiose
ou entdo aerobiose, a 37 ° C, por 48 h. Apoés este periodo de incubagdo, as culturas foram
expostas ao vapor de cloroférmio por 20 min. e, em seguida, cobertas com 3 mL de meio
semi-sélido infusdo cérebro coracdo (0,7% de gar), previamente inoculadas com 10° células
de Streptococcus pyogenes FOA-94F14 sensivel a todos os p-lactdmicos em uma
concentragdo menor ou igual a 0,06 mg/mL.

As placas de Petri foram entdo incubadas em microaerofilia, por 24 horas, a 37 ° C.
Apdbs a incubacdo, avaliava-se a presenca ou auséncia de crescimento da cepa teste de
estreptococo, também denominada de cepa reveladora. A presenca deste halo de crescimento
era o indicativo de degradacdo da droga B-lactdmica. Bacteroides fragilis ATCC 43858 foi
utilizado como controle positivo da producéo de p-lactamases.

Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote de software “Statistical

Package for the Social Sciences” (SPSS Inés v.13, Chicago, IL, E.U.A.)). Diferencas
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significativas na freqliéncia de resisténcia as drogas antimicrobianas foram avaliadas
utilizando o teste Mann-Whitney, Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher. Qualquer diferencga

de P <0,05 foi considerada estatisticamente significante
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3.6 Resultados

Para aerObios e anaerdbios facultativos, niveis significativos de resisténcia foram
observados para todos os B-lactamicos, com exce¢do do meropenem e 0 imipenem, que
apresentaram 1,64% e 2,3% de resisténcia, respectivamente. Entre os B-lactamicos,
resisténcia mais proeminente foi observada para amoxicilina e cefalotina, atingindo 44,41% e
33,22% dos aerdbios e anaerdbios facultativos testados, respectivamente (Tabela 1).

Para 0s anaerObios estritos, o0s niveis de resisténcia a p-lactdmicos foram
significativamente reduzidos em compara¢do com 0s microrganismos aerébios e anaerdbios

facultativos, atingindo 11,11% para cefalotina. Ndo foram observados isolados resistentes aos

carbapenémicos. Entre esses anoxibiontes, 11,85% dos isolados foram produtores de -

lactamases (Tabela 2), especialmente os isolados dos géneros Prevotella, Fusobacterium,
Porphyromonas e Bacteroides. Entre esses anaerdbios estritos resistentes aos B-lactamicos,
74,42% foram produtores de B-lactamase, enquanto que 51,74% de todos os isolados
anaerdbios facultativos resistentes a pelo menos uma dessas drogas também produziram essas
enzimas.

A associacdo amoxicilina/acido clavulanico foi eficaz contra todos os anaerobios
estritos, mas 0s aerdébios e anaerdbios facultativos, particularmente os entéricos, apresentaram
graus varidveis de resisténcia. Resisténcia a essa associacdo foi detectada em 28,29% dos
aerobios/anaerobios facultativos. A producdo de enzimas hidroliticas parece ser o principal
mecanismo de resisténcia a p-lactamicos, exceto nos enterococos e pseudomonados, onde [3-
lactamases ndo foram detectadas (Tabelas 1 e 2).

Niveis variaveis de resisténcia aos aminoglicosideos, cloranfenicol, a doxiciclina,
gentamicina, acido nalidixico, rifampicina e tetraciclina também foram observados em

aerobios e anaerdbios facultativos (Tabela 3). A caracteristica mais notavel foi a significativa
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resisténcia dos enterococos a amicacina e, em menor extensdo, a tetraciclina, bem como a
resisténcia de P. aeruginosa a doxiciclina, tetraciclina e acido nalidixico. Enterococos foram
as mais resistentes cocos GRAM-positivos, enquanto 0s estreptococos e 0s mais suscetiveis.
Em relacdo aos anaerdbios estritos e microaerofilos, a suscetibilidade a maior parte
dos medicamentos ensaiado foi significativa. Todos os isolados GRAM-negativos foram
altamente susceptiveis ao metronidazol e apenas dois bastonetes anaerébios GRAM-positivos
foram resistentes. Além disso, o nivel de resisténcia & clindamicina e rifampicina foram
reduzidos. A Tabela 4 evidencia que apenas tetraciclina e eritromicina apresentaram niveis

mais elevados de resisténcia nos anaerobios e microaeroéfilos testados.
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3.7 Discussao

Embora bactérias entéricas e pseudomonados vendo sendo associadas a diversas
infeccdes orais e extra-orais e alguns estudos tém evidenciado que a cavidade oral pode atuar
como reservatorio desses microrganismos e 0s seus genes de resisténcia antimicrobiana
(1,11), a maioria dos processos infecciosos orais estd associada aos anaerobios estritos,
especialmente as periodontopatias, infeccdes endodénticas e infecgBes periapicais, e outras
infeccBes Osseas de origem odontogénica (9,20). No entanto, h4 poucos centros no Brasil que
realizam testes de suscetibilidade aos antimicrobianos para 0s anaerobios estritos.

Esta condicdo cria problemas sérios, uma vez que existem poucas informacdes
disponiveis sobre os padrfes de susceptibilidade e disseminacdo de genes de resisténcia
relativos a microbiota bucal associada as infec¢Oes de cabeca e pescoco em paises em
desenvolvimento (21). Esses paises tém fatores socioecondémicos e comportamentais que
favorecem a resisténcia bacteriana, tais como a auto-medicacdo e uso indevido de
antimicrobianos (19,22;23). Como agravante, a resisténcia dos microrganismos anaerébios
estritos e facultativos expandiu-se consideravelmente (19,20,24,25), o que tornou os habitos
de prescricdo tradicionais, realizados na auséncia de exames laboratoriais, temerarios,
particularmente em processos infecciosos graves, como as celulites e osteomielites. Além
disso, os padrbes de susceptibilidade aos antimicrobianos entre os aerdbios e anaerobios
facultativos tém evidenciado a presenca de muitos microrganismos multirresistentes, tanto em
isolados de microbiota residente e exdgena, do meio ambiente (26,27), o que limita 0 uso
empirico de drogas antimicrobianas.

A utilizagdo de antimicrobianos pode constituir um importante adjuvante no
tratamento de infeccbes odontogénicas (9,19,28). Contudo, desde que testes de

susceptibilidade ndo sdo realizados para os principais patdgenos associados a essas infeccgdes,
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fenébmeno agravado pelo pouco salutar habito de automedicacdo do povo brasileiro (19;23),
tem-se uma progressiva limitacdo da eficacia do tratamento medicamentoso e faz com que o
ato de prescrever se torne uma tarefa dificil, porque modifica os padrBes locais de
susceptibilidade as drogas.

Entretanto, os dados apresentados no presente estudo, mostram que a resisténcia aos
antimicrobianos, particularmente para os anaerébios estritos, foi significativamente menor do
que a observada na literatura (1,21,22), especialmente quando comparado com
microrganismos orais e ndo-orais isolados de infec¢Ges hospitalares (29).

Agentes B-lactamicos como as penicilinas, as cefalosporinas, os carbapenémicos, estdo
entre os antibioticos mais prescritos em todo o0 mundo. Os resultados do presente inquérito
confirmam que os carbapenémicos sdo 0s Unicos B-lactamicos capazes de exercer atividade
inibitdria sobre a maioria dos microrganismos entéricos (30), estafilococos (31) e anaerdbios
orais (9,29).

Em patdogenos GRAM-negativos, PB-lactamases continuam a ser o fator mais
importante para resisténcia a B-lactamicos, e sua crescente prevaléncia, bem como sua
evolugdo alarmante, parecem estar diretamente ligadas ao uso clinico abusivo ou ndo dessas
drogas (32-34). Vérias familias de B-lactamases tem sido identificadas, mas testes fenotipicos
ndo podem diferencia-las, um fato que cria problemas para a vigilancia ambulatorial e estudos
de epidemiologia (35).

Opcodes terapéuticas para as infec¢Ges causadas por organismos GRAM-negativos
expressando P-lactamases sdo limitados, pois esses organismos sdo geralmente resistentes a
todos os B-lactdmicos, com excegdo de algumas cefalosporinas e os carbapenémicos, como
também observado na Tabela 1 e, em um menor grau, na Tabela 2. Estes organismos sao uma
das principais preocupacdes em infec¢bes nosocomiais e, portanto, deveriam ser monitorados

em estudos de vigilancia epidemioldgica, 0 que é quase completamente desconhecido em
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odontologia de &mbito hospitalar.

Em anaerébios GRAM-negativos, a maioria das pB-lactamases sdo ativas em
penicilinas e cefalosporinas (24), como observado nas Tabelas 1 e 2. Alem disso, uma vez que
alguns isolados de F. nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e os membros da
familia Enterobacteriaceae foram resistentes a amoxicilina, cefoxitina e cefalotina, o uso de
cefalosporinas, em substituicdo de penicilinas, no tratamento de infec¢des mistas esta
comprometido, especialmente em pacientes com historia anterior de uso de penicilinas ou
outras drogas dessa classe (19). Por outro lado, a eficiéncia do imipenem e meropenem sobre
estes microrganismos salienta a necessidade de deixar estes carbapenémicos para uso
exclusivo em infecgdes graves, evitando a disseminacao da resisténcia.

No entanto, a producdo de pB-lactamases ndo constitui 0 Unico mecanismo de
resisténcia aos p-lactamicos, sendo que a producdo de proteinas de ligagdo a penicilina com
baixa afinidade a esses farmacos (36) e a impermeabilidade da membrana externa de bactérias
GRAM-negativas para estas drogas também tém sido descritas (36). No presente estudo, a
maioria dos anaerdbios estritos resistentes aos P-lactamicos foram produtores de f-
lactamases, 0 que esta de acordo com a literatura (32, 34, 37), enquanto que, para aerébios e
anaerdbios facultativos, a producdo de B-lactamases parece estar associada a outros
mecanismos de resisténcia (38).

Alguns isolados que sdo resistentes aos B-lactdmicos ndo provaram ser produtores de
B-lactamase pela metodologia aqui empregada, sugerindo que essas bactérias sejam
produtoras de P-lactamases ndo exportaveis, como descrito anteriormente para algumas
bactérias GRAM-negativas (32), ou a presencga de outros mecanismos de resisténcia, como a
alteracdo da estrutura das proteinas de ligacdo de penicilina reduzindo a afinidade para os B-

lactdmicos, ou 0 método da sensibilidade, ndo permitem a deteccéo destas enzimas (19).
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Neste sentido, enterococos, em geral, e E. faecium, em particular, sdo intrinsecamente
mais resistentes a penicilina e amoxicilina do que 0s outros estreptococos e cocos
relacionados. Resisténcia a ampicilina e amoxicilina em E. faecium se d& devido a expresséo
da classe B de proteinas de ligacdo a penicilina com baixa afinidade (PLP). Os primeiros
estudos sugeriram que niveis mais elevados de resisténcia a essas drogas, em E. faecium,
eram atingidos pelo aumento dos niveis de expressdo da PLP 5 (39). No entanto, niveis
elevados de resisténcia em isolados clinicos sdo apenas raramente associados com niveis
aumentados da expressdo dessas proteinas (40). Entretanto, mutacfes capazes de conferir
elevados niveis de resisténcia aos p-lactamicos foram descritas nos genes que codificam para
essas PLPs (36).

No tratamento de pacientes alérgicos a B-lactamicos ou com histérias clinicas de ma
utilizacdo destes farmacos, macrolideos e clindamicina séo freqlientemente recomendados
como adjuvantes. No entanto, a tabela 4 evidencia ampla resisténcia a eritromicina, o
macrolideo tradicionalmente mais utilizado. Essa resisténcia se mostrou bastante elevada nos
bastonetes anaer6bios GRAM-negativos dos géneros Prevotella, Porphyromonas e
fusobactérias, bem como cocos anaerébios GRAM-positivos do género Peptostreptococcus.
A resisténcia das fusobactérias e Peptostreptococcus spp. a eritromicina é bem documentada
(9,41) e, tal como também acontece com 0s outros anaerobios, essa resisténcia ndo ocorre
com 0s novos macrolideos, como azitromicina (9).

A clindamicina muitas vezes se mostra Util no tratamento de infec¢Ges anaerobios
mistas e infeccOes dsseas, e a maior parte dos anaerébios GRAM-negativos e GRAM-
positivos se mostrou altamente susceptivel a esse farmaco, como também relatado na
literatura (9,31,42), embora tenha sido detectada alguma resisténcia (25,43). A eficacia da
clindamicina foi superior ao observado ao metronidazol para alguns grupos microbianos

anaerdbios, particularmente cocos GRAM-positivos.
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Esse fendbmeno se deu visto que o metronidazol é particularmente ativo sobre
anaerébios GRAM-negativos (9,26,31), ao passo que niveis variaveis de resisténcia vém
sendo encontrados em microrganismos GRAM-positivos, especialmente dos géneros
Peptostreptococcus, como também evidenciado no presente estudo, e Clostridium. Além
disso, o metronidazol é pouco eficaz sobre microaerdfilos ou anaerdbios facultativos bucais,
como A. actinomycetemcomitans, C. rectus, e E. corrodens, mas € possivel que a conversdo
espontanea dessa droga para sua forma ativa, em condic¢des redox negativas, Como ocorre nos
testes de susceptibilidade em que os microrganismos sdo incubados em anaerobiose, faca com
que parcela desses microrganismos facultativos ou microaerofilos se mostre sensivel nos
testes in vitro. Como a maioria das infecgbes de cabeca e pescoco é anaerdbia e
polimicrobiana, a acdo do metronidazol sobre os anaerdbios obrigatorios por vezes leva a uma
reducdo nas populac¢des de microrganismos facultativos que deles dependem.

As tabela 3 e 4 evidenciam que a resisténcia a tetraciclina também foi freqlientemente
detectada entre anaerdbios estritos, aerobios e anaerdbios facultativos. Este fendbmeno pode
estar relacionado a sua ampla utilizagdo na medicina, odontologia e veterinaria, variando
desde o controle e tratamento de acne, periodontite avangada e como promotores de
crescimento em granjas de aves e suinos (44). Os mais disseminados determinantes genéticos
da resisténcia a tetraciclina sdo representados pelos genes tet, 0s quais podem ser agrupados
em genes que codificam proteinas de efluxo, genes associados as proteinas de protecdo e
proteinas capazes de inativar as moléculas do farmaco (45).

A acdo desses determinantes de resisténcia por vezes se mostra especifica a uma droga
do grupo das tetraciclinas, mas, em outros casos, pode ser extensiva a familia de farmacos
como um todo. Os resultados apresentados nas tabelas 3 e 4 ndo apdiam o uso de doxiciclina
ou tetraciclina em infeccOes fatais, sendo que alguma resisténcia cruzada entre essas drogas

foi observada.
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Tem sido sugerido que a resisténcia aos B-lactamicos, eritromicina e tetraciclina
podem estar geneticamente interligadas, especialmente em anaerdbios estritos GRAM-
negativos (9). Entretanto, os dados apresentados nas tabelas 2 e 4 ndo suportam essa
afirmacdo, uma vez que alguns isolados foram resistentes a eritromicina e tetraciclina néo
mostraram qualquer resisténcia aos p-lactimicos testados. Dentre 0s principais
microrganismos associados a resisténcia a tetraciclina, destacam-se o0s estreptococos (44), que
se mostraram sensiveis a grande maioria das demais drogas testadas no presente estudo.

Em um estudo anterior, 0 nosso grupo evidenciou que a ocorréncia de microrganismos
entéricos e pseudomonados foi aumentada pela supressdo parcial da microbiota anaerdbia
oral, como também relatado por Helovuo et al. (47) e Aas et al. (12). Os dados disponiveis
mostram que, em nivel de espécies, E. faecalis e Pseudomonas aeruginosa foram as mais
beneficiadas com o uso de antimicrobianos pelos pacientes (P = 0,032 e P = 0,028),
aumentando sua prevaléncia significativamente em individuos que utilizaram esses farmacos.
Com base nos resultados do presente estudo, o papel da resisténcia antimicrobiana na
ocorréncia dessas bactérias oportunistas € realcado e a maioria dos enterococos e
pseudomonados multirresistentes foram isolados de pacientes submetidos a tratamento
antimicrobiano nos trés meses antes da coleta dos espécimes clinicos.

Dos 17 pacientes que declararam a utilizacdo de antimicrobianos nos trés meses
anteriores a coleta das amostras, 13 utilizaram B-lactamicos, o que poderia interferir com os
altos niveis de resisténcia bacteriana a esta classe de drogas, conforme apresentado nas
Tabelas 1 e 2 . Apesar da pequena participacdo no total da populacdo microbiana presente no
sulco gengival, biofilme supragengival, saliva e outros sitios da cavidade oral, a ocorréncia
desses patdgenos entéricos e pseudomonados nao deveria ser negligenciada uma vez que 0s
mesmos podem atuar como reservatorios de genes de resisténcia aos antimicrobianos e

importantes agentes de infeccGes nosocomiais (1).
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3.8 Conclusdes

De ante do exposto pode-se concluir que:
A maioria dos isolados aerébios ou anaerdbios facultativos foi resistente & amoxicilina e
outros B-lactamicos empregados freqiientemente na odontologia;
Os anaerobios estritos sdo muitos mais sensiveis a esses farmacos e os resistentes aos f3-
lactdmicos sdo sensiveis a associa¢do amoxicilina/acido clavulanico;
O principal mecanismo de resisténcia aos p-lactamicos é a producéo de enzimas capazes
de degrada-los, mas existem excec¢des, como 0s géneros Enterococcus e Pseudomonas;
Drogas como azitromicina, metronidazol e clindamicina também seriam Uteis para o
tratamento de infec¢bes odontogénicas;
No entanto, quando sinais de infeccGes anaerobias estiverem ausentes, ou 0 paciente
possui histérico de utilizacdo de antimicrobianos de amplo espectro de acéo, ou
tratamento prévio, quinolonas, como a ciprofloxacina, poderiam ser utilizadas no
tratamento.
A maioria dos microganismos resistentes aos p-lactamicos ndo é sensivel a associacéo de
amoxicilina com &cido clavulanico;
Grande parte dos isolados aerébios ou anaerdbios facultativos foi resistente a amoxicilina

e 0s anaerdbios estritos sdo sensiveis a associa¢do amoxicilina/acido clavulanico.
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Tabela 1. Susceptibilidade a B-lactdmicos de aerdbios e anaerdbios facultativos

isolados da cavidade oral de edéntulos, pacientes com gengivite e periodontite.

Resisténcia Prevaléncia N (%) Producéo de B-
Microrganismo (N)
AM AMC CF CP IM ME lactamases

C. freundii (7) 4(57.14)  2(2857)  3(42.86) 3 (42.86) 0(0.0) 0(0.0) 4 (57.14)
E. cloacae (18) 14 (77.77) 9 (50.0) 11 (61.11) 11 (61.11)  0(0.0) 0(0.0) 13 (72.22)
E. intermedius (6) 2(33.33)  2(33.33) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2 (33.33)
E. sakazakii (9) 4 (44.44) 1(11.11)  2(2222)  9(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 4 (44.44)
Enterococcus sp. (18) 4 (22.22) 0(0.0) 6(33.33)  7(38.89) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
E. faecalis (31) 6 (19.35) 0(0.0) 3(9.68) 12(38.71)  0(0.0) 0 (0.0) 0(0.0)
E. faecium (8) 4 (50.0) 0(0.0) 4 (50.0) 4 (50.0) 2(250)  1(125) 0(0.0)
E. coli (6) 4(66.67)  1(16.67) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 4 (66.67)
K. oxytoca (11) 7(63.63) 5 (45.45) 1 (9.09) 3(27.27) 0(0.0) 0(0.0) 7 (63.63)
K. pneumoniae (3) 3(100.0) 2 (66.67) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 3 (100.0)
M. morganii (17) 12(7059)  9(52.94)  5(29.41)  9(52.94) 1(5.88)  1(5.88) 12 (70.59)
P. agglomerans (7) 6 (85.71) 6 (85.71) 3 (42.86) 3 (42.86) 0 (0.0) 0 (0.0) 6 (85.71)
P. mirabilis (5) 3 (60.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (40.0) 0(0.0) 0(0.0) 4 (80.0)
P. vulgaris (7) 5(7143)  2(2857)  1(14.29) 1 (14.29) 0(0.0) 0(0.0) 5 (71.43)
P. alcalifaciens (6) 4(66.67)  4(66.67)  1(16.67)  2(33.33) 0(0.0) 0(0.0) 4 (66.67)
P. aeruginosa (15) 13(86.67) 13(86.67)  8(53.33) 9(60.0)  2(1333) 2(13.33) 0 (0.0)
P. fluorescens (9) 7 (77.77) 5 (55.55) 1(11.11) 2 (22.22) 0 (0.0) 0 (0.0) 0(0.0)
S. liquefaciens (9) 6(66.67)  6(66.67)  2(22.22)  3(33.33) 0(0.0) 0(0.0) 6 (66.67)
Serratia sp. (9) 7(77.77)  5(5555)  5(55.55) 5 (55.55) 0(0.0) 0(0.0) 7 (77.78)
Staphylococcus sp. (9) 4 (44,44) 1(11,11) 4 (44,44) 4(44,44)  1(11,11) 1(11,11) 6(66,67)
S. aureus (10) 6 (60,0) 5 (50,0) 4 (40,0) 4 (40,0) 0(0.0) 0(0.0) 6 (60,0)
S. epidermidis (17) 4(2353)  4(2353)  4(2353)  5(2941)  1(12,5) 0 (0.0) 6 (35,29)

S. hominis (8) 4 (50,0) 4 (50,0) 1(12,5) 1(12,5) 0 (0.0) 0 (0.0) 4 (50,0)
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Streptococcus spp. (50) 2 (4,0) 0 (0.0) 0(0.0) 2 (4,0) 0(0.0) 0 (0.0) 0(0.0)

Total (304) 135(44.41) 86(28.29) 69 (227) 101(33.22) 7(23)  5(1.64) 104 (34.21)

AM, ampicilina; AMC, amoxicilina/acido clavulanico; CF, cefoxitin; CP, cefalotin; IM, imepenem;
ME, meropenem.
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Tabela 2. Susceptibilidade a B-lactamicos de 280 isolados de anaerdbios estritos e

microaerdfilos isolados da cavidade oral em pacientes edéntulos, pacientes com gengivite e

periodontite.

Microrganismo (N)

Resisténcia Prevaléncia N (%)

Producéo de

AM AMC CF CP IM ME  p-lactamases
A. actinomycetemcomitans (10) 0 (0.0 0 (0.0 0 (0.0 1 (10.0) 0 (0.0 0 (0.0 0 (0.0
Bacteroides sp. (7) 0(0.0) 0(0.0) 1(1429) 2(2857) 0(0.0)  0(0.0) 2 (28.57)
Campylobacter rectus (10) 0 (0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0(0.0)
Capnocytophaga spp. (11) 0(0.0) 0(0.0) 1 (9.09) 1(9.09)  0(0.0)  0(0.0) 1(9.09)
Eikenella corrodens (8) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(00)  0(0.0) 0(0.0)
Eubacterium sp. (16) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(00)  0(0.0) 0(0.0)
Fusobacterium sp. (13) 1(7.69) 0(0.0) 0(0.0) 2(1538)  0(0.0)  0(0.0) 2 (15.35)
F. nucleatum (50) 4 (8.0) 0(0.0) 1(2.0) 6 (12.0) 0(0.0) 0(0.0) 8 (16.0)
F. periodonticum (12) 1(8.33) 0(0.0) 0(0.0) 1(8330  0(00)  0(0.0) 1(8.33)
F. necrophorum (4) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)  0(0.0) 0(0.0)
Peptostreptococcus sp. (12) 2 (16,67) 0(0.0) 1(833) 2(1667) 0(0.0)  0(0.0) 2 (16,67)
P. anaerobius (7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(1429) 0(0.0)  0(0.0) 0(0.0)
P. micros (20) 0(0.0) 0(0.0) 2 (10.0) 2 (10.0) 0(0.0)  0(0.0) 2 (10.0)
Porphyromonas sp. (18) 1 (5.56) 0(0.0) 0 (0.0) 1 (5.56) 0(0.0) 0 (0.0) 1 (5.56)
P. gingivalis (27) 4(1481)  0(0.0) 1(37)  4(1481) 0(00)  0(0.0) 4 (14.81)
P. endodontalis (4) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)  0(0.0) 0(0.0)
P. intermedia (20) 3 (15.0) 0(0.0) 1(5.0) 3(150) 0(0.0)  0(0.0) 4(20.0)
P. nigrescens (10) 2 (20.0) 0(0.0) 0(0.0) 3(300) 0(0.0)  0(0.0) 3 (30.0)
Propionibacterium sp. (5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0(0.0)  0(0.0) 0(0.0)
Selenomonas spp. (6) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(00)  0(0.0) 0(0.0)
Veillonella sp. (20) 2 (10.0) 0(0.0) 1(5.0) 1(5.0) 0(00)  0(0.0) 2 (10.0)
Total (270) 22 (8.15) 0(0.0) 9(3.33) 30(11.11) 0(0.0)  0(0.0) 32 (11.85)
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AM, ampicilina; AMC, amoxacilina/acido clavulanico; CF, cefoxitin; CP, cefalotin; IM, imepenem;
ME, meropenem.
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Tabela 3. Susceptibilidade a amicacin, cloramfenicol, ciprofloxacin, doxiciclina, gentamicina,

acido nalidixico, rifampicina, e tetraciclina de aerébios e anerdbios facultativos isolados da cavidade

oral de pacientes edéntulos com prétese total, pacientes com gengivite e pacientes com periodontite.

Microrganismo (N)

Resisténcia Prevaléncia (%)

AK CHR CPR DC GE NA RF TE

C. freundii (7) 0(0.0) 2 (28.57) 0(0.0) 1(1429)  2(2857) 1(14.29) 0(0.0) 2 (28.57)
E. cloacae (18) 1 (5.55) 7(38.89)  0(0.0) 0(0.0) 7 (38.89) 1 (5.55) 0(0.0) 1 (5.55)
E. intermedius (6) 0(0.0) 2(3333)  1(16.67) 0(0.0) 0 (0.0) 1 (16.67) 0(0.0) 1 (16.670
E. sakazakii (9) 0(0.0) 3(33.33) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(11.11) 0(0.0) 1(11.11)
Enterococcus sp. (18) 12 (66.67) 8 (44.44) 0 (0.0) 3(16.67) 0(0.0) 4 (22.22) 0 (0.0) 7 (38.89)
E. faecalis (31) 26 (83.87) 11(3548)  0(0.0) 4 (12.9) 3(9.68)  22(7097)  0(0.0) 19 (61.29)
E. faecium (8) 7 (87.5) 5 (62.5) 0(0.0) 2 (25.0) 0(0.0) 3(37.5) 0(0.0) 3(37.5)
E. coli (6) 0(0.0) 1 (16.67) 0(0.0) 2 (33.33) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1 (16.67)
K. oxytoca (11) 0(0.0) 1 (9.09) 0(0.0) 0(0.0) 2 (18.18) 1 (9.09) 0(0.0) 0(0.0)
K. pneumoniae (3) 0(0.0) 1(33.33) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(33.33) 0(0.0) 0(0.0)
M. morganii (17) 1 (5.88) 5 (29.41) 0(0.0) 1 (5.88) 1 (5.88) 2(11.76)  1(5.88)  7(41.18)
P. agglomerans (7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2 (28.50
P. mirabilis (5) 0(0.0) 1(20.0) 0(0.0) 3 (60.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2 (40.0)
P. vulgaris (7) 0(0.0) 2 (28.57) 0(0.0) 2(2857)  1(14.29) 0(0.0) 0(0.0) 1(14.29)
P. alcalifaciens (6) 0(0.0) 2 (33.33) 0(0.0) 5(83.33)  2(33.33) 3(50.0) 2(33.33) 4 (66.67)
P. aeruginosa (15) 2(1333) 5(33.33) 1(6.67) 7(46.67)  5(33.33) 13(86.67)  3(20.0)  11(73.33)
P. fluorescens (9) 0(0.0) 2 (22.22) 0(0.0) 1(11.11) 0(0.0) 1(11.11)  2(2222)  3(33.33)
S. liquefaciens (9) 0 (0.0) 3(33.33) 0(0.0) 4 (44.44) 0(0.0) 0 (0.0) 4(44.44) 5 (55.55)
Serratia sp. (9) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(11.11) 0(0.0) 3(3333) 1(11.11) 5 (55.565)
Staphylococcus sp. (9)  2(22.22)  2(2222)  1(11.11)  1(11.11) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
S. aureus (10) 3(30.0) 2 (20.0) 4 (40.0) 2 (20.0) 1(10.0) 2 (20.0) 1(10.0) 6 (60.0)
S. epidermidis (17) 3(1765)  5(2941) 6(3529) 5(2941)  2(11,76)  3(17.65)  3(17.65) 10 (58,82)
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S. hominis (8) 0 (0.0) 1(12,5) 3(37,5) 1(12,5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 4 (50.0)
Streptococcus spp. (50) 2 (4.0) 2 (4.0) 4(8.0) 2 (4.0) 0(0.0) 2 (4.0) 0 (0.0) 6 (12.0)
Total (304) 59(19.41) 73(24.01) 20(6.58) 47 (15.46) 26 (8.55) 64 (21.05) 17(559) 101 (33.22)

AK, amicacin; CHR, cloramfenicol; CP, ciprofloxacin; DC, doxiciclina; GE, gentamicina; NA, acido
nalidixico; RF, rifampicina; TE, tetraciclina.
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Tabela 4. Susceptibilidade a clindamicina, doxiciclina, metronidazol, rifampicina e

tetraciclina de 270 isolados de anaerdbios estritos e microaerdéfilos isolados da cavidade oral

de pacientes edéntulos usudrios de protese total, pacientes com gengivite e pacienes com

periodontite.

Microrganismo (N)

Resisténcia Prevaléncia N (%)

AZ CLIN DC ER MZ RF TE
A. actinomycetemcomitans (10)  0(0.0)  0(00)  0(0.0)  2(20.0) 6(600) 0(0.0) 1(10.0)
Bacteroides sp. (7) 0(00) 1(1429) 0(0.0) 2(2857) 0(00) 0(00) 1(14.29)
Campylobacter rectus (10) 0(000) 0(0) 1(100) 1(10.0) 4(400) 1(10.0) 1(10.0)
Capnocytophaga spp. (11) 0(000) 0(00)  1(9.09  1(9.09) 5(4545) 0(0.0) 1(9.09)
Eikenella corrodens (8) 0(000) 1(125) 0(0.0)  1(125) 4(500) 0(00) 1(125)
Eubacterium sp. (16) 1(625) 0(0.0) 0(00)  1(625 0(0.0) 0(0.0) 1(6.25)
Fusobacterium sp. (13) 1(729) 0(00) 1(729) 3(2308) 0(00) 0(0.0) 1(7.29)
F. nucleatum (50) 2(40) 0(0) 2(40) 18(36.0) 0(00) 0(00) 3(6.0)
F. periodonticum (12) 1(833) 0(00) 0(0.0) 0(000) 0(.0) 0(.0) 0(0.0)
F.necrophorum (4) ~ 0(00) 0(00)  0(0.0) 0(000) 0(.0) 0(00) 0(0.0)
Peptostreptococcus sp. (12) 2 (16.67) 0(0.0)  1(833) 4(3333) 0(00) 0(00) 4(33.33)
P. anaerobius (7) 0(000) 0(0)  0(0.0) 0(000) 0(0) 0(0) 0(0.0)
P. micros (20) 1(50) 1(50) 2(100) 5(250) 1(50) 0(0.0) 2(10.0)
Porphyromonas sp. (18) 1(556) 0(0.0) 1(556) 1(556) 0(0.0) 0(0.0) 1(556)
P. gingivalis (27) 2(741) 0(00) 1(37)  4(1481) 0(00) 0(00) 2(7.41)
P. endodontalis (4) 0(000) 0(0)  0(0.0) 0(000) 0(.0) 0(.0) 0(0.0)
P. intermedia (20) 0(000) 0(0)  1(0) 2(10.0) 0(0.0) 2(10.0) 2(10.0)
P. nigrescens (10) 0(000) 0(0)  0(0.0) 0(000) 0(0.0) 0(0.0) 1(10.0)
Propionibacterium sp. (5) 1(20.00 0(00)  0(0.0) 0(00) 1(20.0) 1(200) 0(0.0)



Selenomonas spp. (6) 0 (0.0)
Veillonella sp. (20) 0(0.0)
Total (270) 12 (4.44)
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0(0.0)  0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(16,67)
0(0.0)  1(5.0) 1(.00 0(0.0) 1(.0) 2(10.0)
3(1,11) 12(4.44) 50(1852) 15(5.56) 5(1.85) 25 (9.26)

AZ, azitromicina; CLIN, clindamicina; DC, doxiciclina; ER, eritromicina; MZ, metronidazol; RF,

rifampicina; TE, tetraciclina.
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