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RESUMO

O objetivo dessa investigagdo foi realizar um estudo caso-controle do
impacto do uso de antimicrobianos, clorexidina e mercurio, na resisténcia de
microrganismos de interesses médico e odontolégico (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans € Lactobacillus spp.) presentes na
cavidade bucal. Foram testados quatro grupos, com dez voluntarios cada, a saber:
A- com multiplas restauragdes a amalgama, B~ em uso de antimicrobianos, C- em
uso de digluconato de clorexidina a 0,12% em bochechos diarios e D- sem
historia de carie dentaria (controle). O monitoramento microbiolégico foi
realizado durante quatro semanas. A resisténcia foi determinada, in vitro, pelas
técnicas de difusdo em gel para antimicrobianos e de diluigdo em agar, para os
antimicrobianos, digluconato de clorexidina e cloreto de mercurio. Os
experimentos de transferéncia de resisténcia foram realizados pelas técnicas de
cultivo em caldo e de filtragem em membrana, utilizando E. coli K12 como
receptora.

Uma colonizagio importante por Enterobacteriaceae foi detectada no grupo
em uso de antimicrobianos (50%) e controle (40%). A espécie mais frequente
entre os isolados foi E. coli, particularmente no grupo B (6/11) onde um tergo
desses microrganismos foi multirresistente. Nesse grupo, as CIM; para
gentamicina foram de 64 mg/L contra 4 mg/L no grupo controle. As estirpes
desses microrganismos foram resistentes & clorexidina e cloreto de mercirio,
independente de grupo.

A colonizagdo por Staphylococcus aureus no grupo B foi de 50%,

enquanto que a observada no grupo D foi de 30%, acorrendo ainda um aumento
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da colonizagdo em fungdo do tempo de uso de antimicrobianos. No grupo B, os
isolados desse microrganismo, assim como os de Staphylococcus spp.,
mostraram-se resistentes a oxacilina (CIM; o *512 mg/L). Esses microrganismos,
independente do grupo, foram susceptiveis & clorexidina e resistentes ao cloreto
de mercurio, mas com CIM; em relagdo ao mercirio, tr€s vezes mais elevadas
para aquelas dos grupos com restauragdes ou em uso de antimicrobianos.

No grupo de voluntarios em uso regular de clorexidina, Streptococcus
mutans foi o microrganismo mais afetado. A resisténcia simultidnea a varios
antimicrobianos, particularmente a ampicilina, foi mais comum no grupo B (8/10)
observando-se CIMy >512 mg/L. Os isolados dessa espécie foram susceptiveis a
clorexidina e mercurio, excetuando-se duas estirpes do grupo B.

As estirpes de Lactobacillus spp. estudadas foram susceptiveis &
penicilina-G, clorexidina e mercurio.

As concentragdes inibitorias minimas calculadas pelo teste E para
gentamicina  (Enterobacteriaceae)  oxacilina  (estafilococos)  ampicilina
(Streptococcus mutans) e penicilin-G (Lactobacillus spp.) apresentaram
concordéncia com a técnica cldssica, excetuando-se um tsolado de MRSA que se
apresentou susceptivel com esta técnica.

Os experimentos de conjugagdo com os isolados de Enterobacteriaceae
lactose positiva apresentaram sucesso em sete dos oito realizados, porém, com

apenas dois transconjugantes, revelando as duas marcas de resisténcia.
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1. INTRODUGAO

O aparecimento dos antibidticos a partir da década de quarenta teve um
impacto significativo no controle de doengas infecciosas (COHEN, 1992).
Atualmente, a escolha de um agente antibidtico apropriado tornou-se mais
complexa em fungdo do niimero elevado disponivel comercialmente ¢ do custo da
terapia, particularmente nos paises subdesenvolvidos. Embora haja controvérsias
no tocante as varias questdes, os principios gerais para a selegdo do antibidtico
devem considerar sobretudo o microrganismo, o paciente € o sitio dé infec¢do
(NEU, 1992).

A descoberta de cada antibiotico tem sido seguida do seu uso em grande
escala, resultando na selegfo de microrganismos resistentes apds a introdugdo de
cada antimicrobiano (KUNIN, 1993).

O uso desses medicamentos merece atengdo nos paises subdesenvolvidos,
devido & freqiiéncia proporcionalmente maior de individuos com doengas
infecciosas, a facilidade com que sdo adquiridos na comunidade, ao seu emprego
pouco judicioso € ao peso nos orgamentos relativos a gastos com saiude ( KUNIN
et al., 1990; KUNIN, 1993).

Entre as ¢onsequéncias negativas do uso de antimicrobianos, destacam-se:
selegdo de amostras resistentes com implicagdes ecologicas e epidemiologicas,
risco de superinfecgdo, maior incidéncia de efeitos colaterais e aumento do custo
de assisténcia médico-hospitalar (NEU, 1992; KUNIN, 1993).

O uso de agentes antimicrobianos produz uma pressio seletiva que
promove o surgimento de microrganismos resistentes e predispde os pacientes a
colonizagéo pelos mesmos (EMORI & GAYES, 1993). Em condi¢Ges normais, a

presenga, no orofaringe, de membros de Enterobacteriaceae e oufros bastonetes




Gram-negativos, referidos como entéricos, € pouco frequente (JOHANSON et
al, 1969). Entretanto, esses microrganismos s30 comuns em pacientes
gravemente enfermos, sendo ainda' maior quando estdo usando antibidticos
(VALENTI et al., 1978, EICKHOFF, 1979). A colonizagio, além de representar
risco para o proprio paciente, em termos de infec¢do ou superinfecgdo
(JOHANSON et al., 1969; BAKER et al., 1985). Cria um reservatorio de fatores
de resisténcia (plasmideos) no ambiente hospitalar (WILLIANS, 1982).

O uso extensivo de antimicrobianos que sdo adquiridos livremente em
farmacias, somados a higiene precaria e a falta de saneamento basico, tem
contribuido, particularmente nos paises em desenvolvimento, para aumentar a
participagdo de bactérias resistentes na etiologia de infecgdes comunitarias. O
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina, o Streptococcus pneumoniae e
Neisseria gonorrhoeae resistentes as penicilinas, Haemophilus influenzae
resistente a ampicilina, Shigella spp. e Salmonella typhi resistentes a ampicilina,
cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetropina ¢ Mycobacterium tuberculosis
resistente a izoniazida e rifampicina, estdo entre alguns exemplos importantes
(NEU, 1992).

Os antimicrobianos tem influenciado as tendéncias dos microrganismos
mais associados a etiologia de infecgdes hospitalares. Usualmente, como foi
referido anteriormente, a introdu¢do de um novo antibiético ou quimioterapico ¢
seguida pelo desenvolvimento de resisténcia bacteriana ao mesmo e/ou o
favorecimento de um microrganismo ( EMORI & GAYES, 1993). A partir da
década passada as bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis resistentes a oxacilina e o Enterococcus spp., vem
assumindo importancia crescente, como resultado do uso de cefalosporinas de
primeira, segunda e terceira geragdo (BRUMFITT & HAMILTON-MILLER,




1989; BOYCE, 1992; GRAY & PEDLER, 1992). No entanto, bactérias Gram-
negativas como FEscherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa ainda persistem como importantes patogenos hospitalares,
correntemente, multirresistentes (BAILLIE, 1989; COHEN, 1992).

A resisténcia a esses agentes pode ser determinada por genes
cromossémicos ou localizados nos plasmideos ( FARNER III & KELLY, 1991;
THA, 1993). Os mecanismos de resisténcia mais significativos incluem a sua
inativagdo por enzimas especificas, alteragdo dos sitios ativos aos quais eles se
combinam e a diminui¢do da permeabilidade quando da penetragdo no envoltdrio
bacteriano (NEU, 1992).

As bactérias tornam-se resistentes aos antimicrobianos como resultado de
uma mutagdo génica ou, usualmente, da transferéncia de material genético por
transdugdo ou conjugagfo. A conjugagdo, com passagem de plasmideos de uma
célula doadora para uma receptora, € particularmente comum entre os géneros de
Enterobacteriaceae e Pseudomonas. O acimulo de diversos genes de resisténcia
nos plasmideos decorre sobretudo da transferéncia de elementos genéticos
méveis denominados transposons. (BRYAN, 1988; JACOBY & ARCHER,
1991).

A ampla disseminagdo da resisténcia bacteriana observada atualmente ¢
resultante, sobretudo, da transferéncia horizontal de plasmideos por meio de
conjugagdo, esse processo ¢ mais frequente entre bactérias Gram-negativas, onde
ocorre de forma promiscua, entre representantes de géneros e familias diferentes,
mas também foi descrito entre amostras do género Staphylococcus (COHEN,
1992). Espécies de bactérias Gram-positivas podem transferir genes de

resisténcia as Gram-negativas, mas o reverso ndo € comum (NEU, 1992;

MUHAMMAD et al., 1993).




A resisténcia bacteriana aos germicidas ( antissépticos e desinfetantes ) ao
contrario do observado frente aos antimicrobianos, tem sido pouco estudada
(STICKLER et al., 1983; RUSSELL et al., 1986 ). Na maioria das vezes ela esta
associada a resisténcia intrinseca, usualmente atribuida a constitui¢do da parede
celular das bactérias (MANIELLO et al., 1979; BERKELMAN et al., 1984 )
sendo frequentemente utilizado para o microrganismo que ndo € susceptivel aos
antissépticos e desinfetantes, normalmente usados na pratica (RUSSELL ef al.,
1986; RUSSELL et al., 1987).

Ha muitos relatos de isolamento de bactérias contaminando sabdes que
contém antissépticos, situagdes referidas muitas vezes como pseudosurtos, pois
os achados de laboratorio mostram nenhuma relagdo com a clinica, mas sdo
evidéncias de risco potencial de aquisicdo de infecgdes pos cirtlrgicas, de
bacteremias e peritonites (LOWBURY, 1951; STICKLER & THOMAS, 1980).

Resisténcia de bactérias Gram-negativas a clorexidina foi relatada para
Pseudomonas spp., P. aeruginosa, Proteus mirabilis e Providencia stuartii, com
amostras isoladas de urina e meato urinario de pacientes com sonda de demora,
em uso prolongado desse antisséptico, apresentando concentragdo inibitéria
minima (CIM) acima de 800 mg/L (STICKLER & THOMAS, 1980).

BRUMFITT ef al., (1985) relataram que a CIM de amostras de
Staphylococccus aureus resistentes a meticilina (MRSA) para a clorexidina era
quatro vezes maior do que o correspondente ‘ as amostras susceptiveis.
PEARMAN et al., (1985) verificaram que o tratamento topico com este antis-
séptico ndo eliminou sua presenga, em portadores. Embora o Staphylococcus
aureus seja usualmente susceptivel 4 maioria dos antissépticos e desinfetantes, na

altima década foram isolados amostras resistentes a alguns germicidas,




suscitando especulagdes sobre sua importincia na epidemiologia de infecgdo por
MRSA (MILLNS et al., 1994).

O uso de clorexidina em Odontologia vem aumentando, sendo atualmente
um dos antissépticos de escolha para o controle da microbiota da placa
supragengival, sendo eficaz na prevengdo da carie dentdria, gengivite, estomatite
e lesdo aftosa. Adicionalmente, ¢ também utilizado na lavagem de maéos
(SENIOR, 1973; AINAMO, 1977, LOWBURY e al., 1974, GARDNER &
GRAY, 1983). No entanto, ndo ha registro de emergéncia de estafilococos
resistentes como resultado dessas praticas (MILLNS ef al., 1994).

A associagio entre resisténcia a antibi6ticos e antissépticos, com possiveis
implicagdes epidemiologicas em fungdo do uso mais frequente do primeiro grupo
de agentes, foi evidenciada em Staphylococcus aureus ¢ em bastonetes Gram-
negativos, com O grupo de detergentes cationicos. ObservagSes semelhantes
também foram notadas em relagdo aos metais pesados como o mercurio e a prata

(SUTHERLAND et al., 1985; MARTINS et al., 1991).

Entre os materiais mais utilizados em restauragdes dentarias estd o
amalgama, que libera mercurio na forma de Hg®, prontamente absorvido quando
inalado, mas parte é dissolvido na saliva, deglutido e absorvido no tracto
intestinal (WHO, 1991). Em populagdes com muitos trabalhos em amalgama, a
possibilidade de exposi¢do aumentada ao mercurio inorgénico com possiveis
itos toxicos tem sido investigada (SALLSTEN et al., 1996). Entretanto o seu

efe

efeito pressor, favorecendo a emergéncia de bactérias da microbiota bucal ndo
tem merecido atengdo, apesar da sua ampla distribui¢do em microrganismos de

ambientes hospitalares e néo hospitalares, resultante de outras formas de uso

(BLOCK, 1983).




A caracterizagdo genética de resisténcia ao mercurio, bem como a outros
fons metalicos, associada a resisténcia a meticilina e outros antibiéticos, em
Staphylococcus aureus, estdé bem estabelecida, sendo determinada por
transposons e plasmideos € disseminada no ambiente hospitalar por meio de
bacteriofagos (MILLAR et al., 1987; POSTON & LI SAW HEE, 1991). Entre
bactérias Gram-negativas, a resisténcia simultdnea aos antibidticos € merciirio
mediada por plasmideos ja foi descrita em Pseudomonas aeruginosa (CHOPRA,
1982). No Brasil, MARTINS, SILVA & GONTIJO FILHO (1991), também

relataram essa associagio em amostras desse microrganismo de origem

hospitalar, sem no entanto isolar e caracterizar os plasmideos.



2. OBJETIVO

Estudo caso-controle do impacto do uso de antimicrobianos, clorexidina e
merctrio na resisténcia de microrganismos de interesses médico e odontologico
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Lactobacillus

spp.) presentes na microbiota da cavidade bucal.




3. MATERIAL E METODOS

3.1. Pacientes:Foram testados quatro grupos de voluntarios, de pacientes
do Hospital Odontolégico, Hospital de Clinicas e alunos do Curso de
Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais, distribuidos
nos grupos: A - 10 individuos com miltiplas restauragdes dentérias & base de .
amalgama (liga Prata/Mercurio) selecionados entre pacientes do Hospital
Odontolégico, B -10 individuos em uso de antimicrobianos, do Hospital de
Clinicas, C -10 individuos em uso de solugdo de digluconato de clorexidina a
0,12%, em bochechos didrios, apés a ultima higienizagdo noturna e D -10
individuos sem historia de carie dentaria clinica e sem uso de antimicrobianos e

antissépticos (grupo controle).
Os voluntarios pertencentes aos grupos C ¢ D, foram estudantes do Curso

de Odontologia da UFU.
3.2. Técnicas Microbiologicas

3.2.1. Coleta de Material

Foram realizadas quatro coletas com swab, de material da cavidade oral, em
cada individuo, nas superficies dentarias, dorso da lingua e bochechas, por quatro

semanas consecutivas. O material foi transportado rapidamente para o

laboratorio.

3.2.2. Isolamento dos Microrganismos
Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar MacConkey (Oxoid) Agar
Manitol Salgado (Oxoid) Agar Rogosa (Merck) e Agar Mitis-salivarius (Difco)




contendo 20% de sacarose e bacitracina 0,2 Ul por mL, para o cultivo de E. coli
Staphylococcus spp. Lactobacitlus spp. e Streptococcus do grupo mutans
respectivamente. As culturas foram incubadas a temperatura de 37°C por 48
horas, sendo mantidas em tensdo de aproximadamente 5-8% CO, nos dois
dltimos (Agar Rogosa e Mitis-salivarius) Foram selecionadas trés colonias, com
base na morfologia dos microrganismos referidos, a partir de cada cultura
realizada. O cultivo para isolamento de Lactobacillus spp. foi realizado pela

técnica pour plate (ROGOSA et al., 1951, GOLD, et al., 1973).

3.2.3. Identificagdo
3.2.3.1.E. coli

Foram caracterizadas por meio dos seguintes testes bioquimicos: lactose em
Agar MacConkey, em Agar triplice agticar (TSI), Citrato de Simmons, Ureia,
Agar Lisina ferro (LIA), Agar Lisina descarboxilase (LDC), Indol, motilidade ¢
H,S (SIM) (MAC FADDIN, 1980).

3.2.3.2.Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp.
Identificadas pelas provas bioquimicas de fermentagdo de manitol em Agar
Manitol Salgado e teste da coagulase (KLOOS & LAMB, 1991).
3.2.3.3.Lactobacillus spp.

Identificados pelos testes bioquimicos de fermentagdo de manitol e sorbitol

(ROGOSA et al., 1951)
3.2.3.4. Streptococcus mutans

Foram realizados os testes bioquimicos de fermentagéo de manitol e sorbitol

(GOLD et al., 1973).




3.2.4. Estocagem
As amostras selecionadas foram estocadas em Agar Estoque, para posterior
realizagdo dos testes de susceptibilidade, in vitro, aos antimicrobianos e

antissépticos.
Agar Estoque: Agar 0,4g, Peptona 1,0g, Extrato de carne 5g, Cloreto de sédio

0,5g, Agua gsp. 100mL, pH 7,2.
3.2.5. Avaliagdo in vitro da susceptibilidade aos antimicrobianos.

3.2.5.1.Antimicrobianos.
3.2.5.1.1.Técnica de difusdo em agar

foi testada a susceptibilidade das amostras aos antimicrobianos pela técnica de
difusdo em gel (NCCLS, 1993a) utilizando-se discos (CECON) dos seguintes
antimicrobianos:
I coli- Ampicilina, Tetraciclina, Gentamicina, Cefalotina e Sulfametoxazol-
trimetoprina,
S aureus- Ampicilina, Tetraciclina, Oxacilina e Eritromicina,
S mutans- Ampicilina, Tetraciclina, Gentamicina, Cloranfenicol e Eritromicina,
Lactobacillus spp.- Penicilina G, Ciprofloxacina, Clindamicina, Cloranfenicol e
Cefoxitina.

Foram empregados como controle as amostras de: E. coli ATCC 25922, S.
aureus ATCC 25923 (do laboratoério de Microbiologia da UFU) e S. mutans B3
(Amostra gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Milton de Uzeda, UFRJ).

3.2.5.1.2.Técnica de concentrag¢do inibitoria minima
(CIM)

a) Meio de cultura com antimicrobianos : Amostras dos quatro microrganismos

foram testadas quanto a susceptibilidade a Gentamicina (Enterobacteriaceae)
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Oxacilina (S. aureus) Ampicilina (S. mutans) e a Penicilina G (Lactobacillus)
segundo metodologia do NCCLS (1983) utilizando-se as seguintes concentragdes
desses antibidticos no meio de agar Muller-Hinton:

Gentamicina (Sigma, USA); 0,03-0,06-0,125-0,25-0,5-1-2-4-8-16-32-64-128-
256-512 mg/L de meio de cultura..

Oxacilina (Biochimico, Sdo Paulo, Brasil) 0,03-0,06-0,125-0,25-0,5-1-2-4-8-16-
32-64-128-256-512 mg/L.

Ampicilina (Biochimico, Sdo Paulo, Brasil) 0,03-0,06-0,125-0,25-0,5-1-2-4-8-16-
32-64-128-256-512 mg/L.

Penicilina G (Sigma, USA) 0,03-0,06-0,125-0,25-0,5-1-2-4-8-16-32-64-128-256-
512 mg/L.

b) Inéculo: As amostras foram cultivadas em caldo tripticase soja a 37°C por 24
horas e padronizadas segundo o tubo 0,5 da escala de McFarland, quanto a
turbidez, de forma a conter 10°UFC/mL.

¢) Semeadura, leitura e interpretagdo: As diversas suspensdes foram inoculadas
com aplicador de Steers, com 10* UFC por spot, nos meios de agar Muller-
Hinton, com e sem (controle) as diferentes concentragdes de antimicrobianos,
clorexidina e cloreto de merctrio (STERRS et al., 1959; PERES et al., 1991). As
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e o CIM interpretado como o da
placa onde a leitura ndo evidenciou a presenga de crescimento. A CIM de cada

agente foi considerado em mg/L.

3.2.5.1.3.Teste da concentragdo inibitdria minima pelo
método E-TEST® (AB Biodisk, Solma, Suécia).

O E-TEST consiste em uma fita plastica (50x5mm) contenido concentragdes
predefinidas do antimicrobiano, que rapidamente se difunde a partir da fita para
produzir um gradiente continuo exponencial de concentragdo da droga no meio,

correspondendo a 15 valores de concentragéo inibitoria minima convencional. Ao
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invés de uma zona de inibigdo circular, a fita fornece uma zona de forma eliptica
e a concentragdo inibitoria minima do antimicrobiano ¢ fornecida pela leitura do
valor que se encontra no ponto de intercessdo da escala na fita com a zona de
inibigdo de crescimento bacteriano. A versatilidade e facilidade de uso do E-
TEST torna este método uma excelente alternativa as técnicas convencionais,
sendo particularmente Util para determinar o nivel de resisténcia a um
antimicrobiano (BOLMSTROM et al., 1988).

O indculo foi feito com swab a partir de suspensdo padronizada segundo a
escala 0,5 de McFarland em placa de Agar Mueller-Hinton (Oxoid) de modo a
obter um crescimento confluente. As placas foram deixadas secar durante 15
minutos, antes da aplicagdo de uma fita contendo o antimicrobiano, uma para
cada teste. A leitura foi realizada ap6s incubagfo a 37°C durante 18-24 horas.

3.2.5.2.Antissépticos:
A técnica de concentragdo inibitoria minima foi realizada como descrito no item

a) Digluconato de clorexidina (ADA- Produtos Farmacéuticos Sdo Paulo) 0,03-
0,06-0,12-0,25-0,5-1-2-4-8-16-32-64-128-256 e 512mg/L, e b) Cloreto de
Mercurio (ADA- Produtos Farmacéuticos Sdo Paulo) 0,03-0,06-0,12-0,25-0,5-1-
2—4;8-16-32-64—128-256 e 512mg/L.

3.2.6. Transmissdo de Resisténcia aos antimicrobianos por
conjugagao.
3.2.6.1.Técnica utilizando caldo

Cada uma das amostras de Enterobacteriaceae isoladas, doadora potencial, foi
cultivada em caldo Tripticase Soja (BBL) durante a noite, com incubagio a 37°C,

bem como a cepa de E. coli K12 (receptora) com as seguintes caracteristicas:
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lactose negativa, resistencia @ 100 mg/L. de 4cido nalidixico e susceptivel a
cefalotina e gentamicina. Volumes de 0,5 mL e 4,5 mL das amostras receptora e
doadora, respectivamente, foram cultivadas em 5 mL de caldo a 37°C, por 20
horas, sem agitagdo; a seguir, 0,2 mL, foram transferidos para agar MacConkey,
contendo 50 mg/L do antibidtico ao que a doadora foi resistente. Apds incubagéo
a 37°C por 24 horas, um niimero correspondente &, aproximadamente, 5 a 10
colonias ndo fermentadoras de lactose, foram retestadas em agar Muller-Hinton
frente a0 antimicrobiano para o qual o transconjugante foi resistente no cultivo
primario LINTON et al., 1972).
3.2.6.2.Técnica utilizando Millipore (Sigma, USA).

Amostras doadoras e receptora (E. coli K12) foram cultivadas, em separado, em
4mL de caldo tripticase soja, durante a noite, a 37°C. Uma mistura de 1 mL da
amostra doadora e 3 mL da receptora foi filtrada em membrana de nitrocelulose
estéril, com poros de 0,45 micrometros. O filtro foi transferido para placas com
agar tripticase soja, incubado por 6 horas a 37°C, removido da superficie do agar
e colocado em um tubo estéril. As células microbianas foram retiradas da
membrana pela adi¢do de 1 mL de caldo tripticase soja e agitagdo em Mixer
Vortex.A suspensdo resultante foi diluida a 10%, 10%, 10° ¢ 10° em salina e
volumes de 0,1 mL de cada diluigdo foram incubados na superficie de agar
MacConkey, contendo os antimicrobianos adequados para obtengdo dos
transconjugante. Como controle, as amostras doadora e receptora foram

semeadas, similarmente, em agar MacConkey, com os antimicrobianos (FORBES

& SCHABERG, 1983).
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RESULTADOS

4.,

A frequéncia de

isolados de microrganismos (Enterobacteriaceae,

staphylococei, S. mutans © Lactobacillus spp.) nos quatro grupos de voluntérios

(A- multiplas restauragdes 4 amalgama, B- em uso de antimicrobianos, C- em uso

de digluconato de clorexidina a 0,12% e D-

dentaria) foi respectivamente, a seguinte: Grupo A: 2,5

27.5 - 30,0 - 65,0 € 57,5%; C: 0 - 15,0 -7,5, € 12,5% e D: 17,5 -

22.5%, como mostrado na Tabela 1.

individuos sem historia de carie

-37,5-97,5 ¢ 72,5%; B:

30,0-875e

TABELA-1 Distribui¢ao das bactérias isoladas nos quatro grupos de voluntérios

| Total
*Pacientes(lsolados)

O grupo B foi o que

Enterobacteriaceac com um pr
tribo Klebsiellae (7/19) (Tabela 2) €
e S. aureus, também, fol €Xpress

respectivamente. Com relagao aqueles de importancia

Lactobacillus ~Spp.) @S
grupo C (Tabela 1.

Microrganismos Enterobacteriaceae estafilococos S. mutans | Lactobacillus spp
Grupos S. aureus Outros
A(amélgama * 2(4) 8(11) 10(39) 9(29)
B( antimicrobiano) 5(11) 5(9) 2(3) 9(26) 7(23)
C(clorexidina - 1(1) 5(5) 3(3) 4(5)
D(controle 47 3(6) 4(6) 10(35) 5(9)
Total 10(19 11(20) __ 19(25) 32(103) 25(66)

apresentou uma propor¢do maior (50%) de
edominio de E. coli (8/19) seguido de bactérias da
S. aureus. A presenga de Enterobacteriaceae
iva no grupo D, com 40% e 30%

odontologica ( S. mutans €

frequéncias em todos os grupos foram 250%, exceto 1o
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TABELA-2 Distribuigdo de isolados da familia Enterobacteriaceae nos quatro grupos de

voluntarios

Géneros/espécies|  E. coli Enterobacter spp. | Klebsiella spp Outros
Grupos
A(amalgama) 1(1)* -~ - -
B(antimicrobianos) 4(6) 3(4) -- 1(1)
C(clorexidina == - -~ -
D(controle) 1(1) 1(D) 1(2) 2(3)
Total 5(8) 4(5) 1(2) 3(4)

*Pacientes(isolados)

Considerando o total de isolados obtidos no decorrer das quatro serhanas, 0s
numeros daqueles de S. mutans € Lactobacillus spp. no grupo C em uso de
clorexidina, foram 0s mais inexpressivos, conforme os dados que estéio na Tabela
3; os isolados (9) de Lactobacillus spp. nos voluntarios do grupo D também
foram baixo (5/40) como © observado no grupo de estudantes em uso de

antisséptico (Tabela 3).

3 Distribui¢do das bactérias de interesse médico e odontoldgico, nos voluntarios, em

TABELA-

fun¢do do tempo

Microrganismos Enterobacteriaceae | S. aureus S. mutans | Lactobacillus spp.
Tempo 12 3 4 1234 (1234 1 2 3 4

Grupos (semanas) (semanas) (semanas) (semanas)

A (amalgama) 01 0 O 1111 (1091010 6 8 7 8

B (antimicrobiano) 4 2 2 3 0234|6677 6 6 56

C (clorexidina) 0 00 -* 001 -10073 - 4 01 -

D (controle) 2 22 1 12301089 8 2313

de espécimes

* Nao houve a quarta coleta

No que concerne 2 resisténcia aos antimicrobianos, avaliada pela técnica

de difusdo em gel, entre os 19 isolados da familia Enterobacteriaceae, nenhum

mostrou susceptibilidade, com 6 (33%) multirresistentes, ou seja, resistentes a 2

ou mais antimicrobianos de grupos distintos, sendo a maioria (4/6) provenientes
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de pacientes em uso de antimicrobianos, e resistentes a todos antimicrobianos

testados. No grupo controle o numero de Enterobacteriaceae multirresistentes foi

inferior (3/7). Estes dados sdo apontados na Tabela 4, bem como os obtidos para

staphylococci. Com relagdo a esse microrganismo, obteve-se 43 isolados sendo

20 de S. aureus e 23 Staphylococcus spp., todos resistentes, excetuando-se um
(Staphylococcus spp.) proviniente do grupo controle. A metade (10/20) das

culturas de S. aureus foi resistente & oxacilina, comportando-se portanto, como

(MRSA), sendo nove isolados do grupo B ¢ um do C. Apenas 13% (3/23)

daqu

resistente (Tabela 4).
TABELA-4 Resisténcia dos isolados de Enterobacteriaceae e staphylococci aos
antimicrobianos, detectada pela técnica de difusdo em gel.

eles de Staphylococcus spp. foram resistentes a essa penicilina §-lactamase

* CF= cefalotina, AP= ampicilina,

tetraciclina, EI= eritromicina € OX= oxacilina

Grupo | Resistogramas’ Enterobacteriaceae |Resistogramas |S.aureus |Staphylococcus spp.
(N=19) (N=20) |(N=23)
A CF+AP 1 AP+EI+TT 1 2
AP+TT 2 )
AP 1 6
B GN+CF+SF T+AP+TT |4 AP+EI+OX+TT|9 2
CF+ AP 7 AP+OX+TT 0 1
C AP+EH+OX+TT 1 0
AP+EI 0 1
AP+TT 0 1
TT 0 1
D GN-+CF+SF T+AP+TT |1 AP+TT 4 4
CF+AP+TT 1 AP 2 ]
CF+AP 3
AP+TT 1
AP 1
Total - (1y9(100)* 20(100) |22(95,65)
) i istentes(7o
*Nimero de isolados 1% 0 ( éN= gentamicina, SFT= sulfametoxazol-trimetoprina, TT=
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A presenga de multirresisténcia em S. aureus e Staphylococcus spp. foi verificada
em 17/20 e 13/23 das estirpes desses microrganismos, respectivamente.

Entre os 31 isolados de Streptococcus mutans 24 (77%) foram resistentes,
incluindo todos aqueles oriundos do grupo B; dos quais 80% (8/10) eram
multirresistentes. A multirresisténcia entre os isolados provenientes dos grupos C
(2/5), A (3/10) e D (1/6) foi observada menos frequentemente. Aproximadamente
20% (7) das estirpes de Streptococcus mutans foram susceptiveis a todos
antimicrobianos testados.(Tabela 5).

A susceptibilidade a gentamicina, clorexidina e cloteto de merciirio dos 19
isolados de Enterobacteriaceae pela técnica de concentragdo inbitdria minima
esth na Tabela 6. Entre as estirpes do grupo B observou-se resisténcia a
gentamicina com uma CIMy, de 64 mg/L, ao contrario do grupo controle que
de 4 mg/L. Considerando-se uma CIMy, 250 mg/L. como

apresentou uma CIMyg
valor para considerar como resistente a clorexidina, a maioria dos isolados
(grupos B e D) foi resistente a esse antisséptico. Isso também foi constatado para
o cloreto de merciirio (CIM 232 mg/L), sendo que trés dos sete isolados do grupo

controle cresceram na concetragio de 512 mg/L (Tabela 6).
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TABELA-5 Resisténcia dos isolados de Streptococcus mutans aos antimicrobianos, detectada
pela técnica de difusdo em gel.

Grupos  Resistogramas ’ S. mutans
(N=3T1)
A AP+CO+EHTT 1
AP+EI+TT 1
GN+EI+TT 1
AP+EI 1
TT 2
Sub-total 6(60)*
B CO+EH+TT+AP 2
EIH+TT+AP 2
GN+TT+AP 1
GN-+CO+EI 1
GN+EI 1
EI+AP 1
AP 1
El 1
Sub-total 10(100)
C GN+EI 1
TT+AP 1
AP 3
Sub-total 5(100)
D EI+TT 1
EI 1
TT 1
Sub-toal 3(50)
Total 24(77)

* Namero de isolados resistentes (%)

= GN= Gentamicina, CO= Cloranfenicol, EI= Eritromicina, TT= Tetraciclina, AP= Ampicilina.

6 Susceptibilidade de isolados de Enterobacteriaceae a gentamicina, clotexidina e

TABELA- - e
cloreto de mercirio, pela técnica de concentragao inbitoria minima (CIM-mg/L)
Grupos Gentamicina Clorexidina Cloreto de mercurio

variagdo 50%  90% |varagdo 50%  90% | variagdo 50%  90%
A N*=1 0,25 — - | 128 - - |16 —- —
B N=11 0,25-64 1 64 |32-128 64 128 |8->512 32 32
D N=7 0254 025 4 |2-128 64  128[8->512 16  >512
* Namero de isolados
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Os resultados de susceptibilidade de 40 isolados de estafilococos a oxacilina,
pela técnica de concentragdo inibitoria minima estdo na Tabela 7. Foram testadas
20 estirpes de S. aureus, sendo que todas (nove) provenientes de voluntdrios em
uso de antimicrobianos, foram de MRSA, confirmando os dados da Tabela 4,
enquanto aos demais (11) provenientes dos grupos A, Ce D foram susceptiveis a
esse antimicrobiano. Os isolados de Staphylococcus spp., coagulase negativos,
do grupo B também tiveram sua resisténcia a oxacilina confirmada pela técnica
de CIM, com uma CIMg > 512 mg/L; aqueles provenientes dos grupos A, C e D

apresentaram uma CIMy de 0,25 mg/L:

TABELA-7 Susceptibilidade de isolados de staphylococci & oxacilina pela técnica de
concentragdo inibitoria minima (CIM- mg/L).

Grupos Ne? S.aureus Ne Staphylococcus spp.
oxacilina oxacilina
variagdo 50%  90% variagio 50% 90%
A (amalgama) 4 0,03-0,5 0,25 0,518 10,125-0,25 0,125 0,25 |
B (antimicrobianos) 9 [64->512 512 >512 |4 ]0,25->512 0,25 >512
C (clorexidina) 1 (0,06 — --13 10,125 0,125 0,125
D (controle) 6 [0,03-0,25 0,125 0,255 ]0,03-0,25 0,25 0,25

a“Nuamero de isolados

A susceptibilidade dos isolados de staphylococci a clorexidina e cloreto de
merctrio, tomando-se como resistente CIMyo 0,78 mg/L e 8 mg/L, de
respectivamente, para clorexidina e o sal de mercurio ( BLOCK, 1983; MILLNS
et al., 1994) esta na Tabela 8. O comportamento dos isolados de todos os grupos
de voluntarios, frente a clorexidina, foi semelhante ¢ apresentaram-se resistentes.
Uma das estirpes do grupo B cresceu na presenga de 32 mg/L desse antisséptico.
No tocante ao merctrio, embora a CIMy, dos isolados dos grupos A (Amalgama)
eB (Antimicrobianos) tenha sido trés vezes mais alta do que a observada para o

grupo controle, todas as estirpes mostraram resistencia ao cloreto de mercurio

(Tabela 8).
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TABELA-8 Susceptibilidade de isolados de staphylococci a clorexidina e cloreto de mercirio

.....

pela técnica de concentragdo inibitoria minima (CIM- mg/L).

Grupo N* _ Clorexidina Cloreto de Merctrio
varia¢ao 50% 90% | variagdo  50% - 90%

A (améalgama) 12 10,5-4 4 4 |1-64 2 64

B (antimicrobianos) |13 0,5-32 4 8 |2-64 16 64

C (clorexidina) 4 1-4 4 4 11-32 4 32

D (controle) 11 1-16 4 8 1-32 4 16

* Numero de isolados

Todos os isolados de S. mutans do grupo A (8) e C (6), e sobretudo os do
B (MICy >512 mg/L) foram resitentes a ampicilina, considerando-se que a CIM
para amostras de Lnterococcus faecalis ATCC 29212 € igual a 1 mg/L (GAVAN
& BARRY, 1980) diferentemente do grupo D (Controle). Esses dados, bem
como aos relativos a clorexidina, estdo na Tabela 9. Considerando-se que as
CIM, para esse microrganismo, descrita na literatura (EMILSON, 1981;
TSUCHIYA et al., 1994) oscilam entre 0,78 e 6,25 mg/L de clorexidina, a
exemplo dos staphylococci, 2 maioria das estirpes pode ser considerada
susceptivel, excetuando-se as do grupo B que apresentaram uma CIMy, 16 mg/L.
No tocante ao mercurio, a CIMy, desses mesmos isolados (grupo B) foi trés
vezes superior aquela verificada para o grupo controle. No entanto as do grupo A

(Amalgama) foram as mais susceptiveis (CIMy = 1 mg/L).

9 Susceptibilidade de isolados de Streptococcus mutans a ampicilina, clorexidina e

TABELA- _ reploco
cloreto de mercurio, pela técnica. de concentragdo inibitdria minima (CIM- mg/L).

N Ampicilina Clorexidina Cloteto de merctrio
Grupos * |variagio 50% 90% |variacio 50% 90% |variacdo 50% 90%
A (amalgama) 8 |0,03-128 0,06 64 ]0,03-32 1 8 [0,03-1 0,125 1
B (antimicrobianos) 10/0,03->512 32 >512 |0,03-32 g8 16 [0,03-16 1 8
C (clorexidina) 6 10,03-16 8 16 [0,03-8 2 8 10,034 2 i
D (controle) 7 10,03-0,25 0,25 0,25 10,03-4 2 4 0,032 1 5

* Namero de isolados
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A susceptibilidade de 26 isolados de Lactobacillus spp., & penicilina-G

clorexidina e cloreto de mercurio,é apresentada na Tabela 10 Tod
: 0s,

independente do grupo; foram susceptiveis ao antibiotico, com CIM; abaixo de
32 mg/LL (UZEDA, M., ¢. p.) bem como ao antisséptico (CLEGHORN &
BOWDEN, 1977). Em relagfo ao cloreto de mercurio, tomando-se por base outra
bactéria Gram-positiva como referéncia, o S. aureus, para o qual CIM acima de

ncia (POSTON & LI SAW HEE, 1991) os isolados dos

1,25 mg/L revela resisté
grupos B e C, ao contrario daqueles dos grupos A (Amélgama) e D (Controlo)

comportaram-s¢ como resistentes.

lidade de 27 isolados de La_ctobacillus spp. & penicilina G, clorexidina

TABELA- 10 Susceptibi
e cloreto de mercurio, pela técnica de concentragio inibitoria minima (CIM-mg/L)

I ]

N° Penicilina-G Clorexidina P
Grupos & | variagto 50% 90% variagio 50% 90% Vfé‘;;?é’ A
A (amélgama) |0 60505 006 05054 2 2 051 05 .
Bfantimicrobianosg _1_1_1_0,03-8 0,5 05 0,03-4 1 4 10,125-4 0’25 4

C (clorexidina) 4| 00316 8 16 0034 2 110034 2 7
D (controle) 3 | 0,03-0,06 0,06 0,06]0,5-1 0,5 1]0,03-0,06 0,06 0,06

* Numeros de isolados

A relagdo dos resultados obtidos pela técnica de concentragdo inibitoria
minima ¢ o teste E na avaliagdo da resisténcia in vitro dos isolados de
Enterobacteriaceac, S qures, S mutans € Lactobacillus spp., esta na Tabela 11.
No total, apenas um isolado de S, qureus diferiu contra a interpretacdo

susceptivel (Teste de diluigao) / resiste
as CIM, obtidas pela técnicas. A concordancia mais alta, em termos de
foi observada
q de 90%, seguindo-se 0 S. aureus (85%) sendo

nte (Teste E) a oxacilina. Considerando-se

s duas
concentragoes, para  0S representantes da familia
aceae com CeIC

4 as estirpes de

Enterobacteri
S mutans (63,64%) e Lactobacillus spp.

mais baixa par

(70,37%).
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11 Relagdo entre as técnicas de concentragao inibitoria minima e o teste E na

TABELA-
avaliagdo de isolados de Enterobacteriaceae, S aureus, S. mutans e Lactobacillus spp
| | Concordantes Discordantes

Microrganismos No* [ N° % |N° %
Tonterobcteriaceae 19 17 89,47 |2 10 520
S. aureus 20 |17 85,00 {3 15,00
S atams 11|17 63,64 |4 36,36
Tactobacillus spp._ 21119 7037 | 29.63

* Numero de isolados

O experimento para transferéncia de resisténeia aos antimicrobianos, foi
H

realizado por duas técnicas, utilizando isolados de E. coli (oito) como doadoras

todas resistentes a cefalotina e cinco a gentamicina, oriundas dos grupos A (uma)

B (seis) € D (uma). Houve sucesso na transferéncia em 50% (4/8) dos isolados

por meio da técnica de cultivo em caldo, com os transconjugantes mostrando

gentamicina (dois). A ocorréncia de resisténcia

nas uma estirpe (B 2-2) (tabela 12).

resisténcia cefalotina (trés) €

simultane

TABELA- 12 Fenotip
experimentos de transferéncia

cultivo em caldo.

amente foi observado em ape
os das amostras de E. coli doadoras e receptora (K-12) utilizadas nos

de resisténcia a cefalotina e/ou gentamicina, pela técnica de

___—————-‘-"’_'\/“"‘——’1 . "
Amostra Amostra | Fenottpo da | Fenotipo do|  Fenotipo observado
doadora doadora amostra transconjugante

Grupo, Fenotipo receptora esperado

paciente,coleta
FX GN©_Lac’ CF G\ Lac CF* GN' Lac

D 3-2 C

I Lac CFLac____|CF Lac - mmmemmmemnann

Tac. |CF GN Lac CFX GN* Lac

B 2-1 CE_GN ST R
CrF° GN° Lac”_|CF GNF® Lac CEX GN" Lac Sucesso

| B2-1 |
B2-2 CF GN Lac+ A F
e *CF GN” Lac’ CFX GN* Lac GNF Lac’ Sucesso

B2-4 CFF GN* Lac L7 ————
| CF° Lac CF* Lac CE® Lac™ Sucesso

B33 grliq&._-s—-,.r—r
AN® | CF Lac ANE |CEX Lac AN® | == zoommmoeee

4

Ba1  |CF GN Lac
* CF= Cefalotina, GN= Gentamicina, AN= Acido Nalidixico e Lac= Lactose

B 3-4 Ef_R__I:_@K——'—"———-s“’T - R
X GNX Lac” |CE GN°Lac_|CFX GN" Lac CF® Lac Sucesso
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Esses resultados foram confirmados pela utilizagdo de membrana Millipore

conforme apresentado na Tabela 13. Excetuando-se a amostra B 3-4, os

experimentos de conjugagdo com OS isolados que forneceram resultados

negativos pela técnica de cultivo em caldo,quando foi utilizada essa técnica
>

am transconjugantes resistentes.

s de_ E.‘ coli dgadoras e receptora (K-12) utilizadas nos
ancia a cefalotina e/ou gentamicina, utilizando Millipore

fornecer

TABELA- 13, Fenotipos das amostra
experimentos de transferéncia de resist

Amostra do'adorzj Amostra doadora Amostra receptora Fenotipo Fenotipo

Grupo, Paciente € Fenotipo Fenotipo esperado do observado
Coleta S — transconjugante
D 3-2 CE GN_ Lac’ |CF GN Lac CFXGN"Lac__[GN" Lac” Sucesso
A 8-2 CF" Lac CF° GN"Lac CF" Lac CF* Lac Sucesso
B 2-1 CFNGNFLac.__|CF. GN_Lac CFRGNF Lac |CFXGNF Lac S
B 2-2 CFFGN‘Lac___|CF. GN" Lac CF GN'Lac | GN" Lac Suce o
B 2-4 CFEGNF Lac | CE. GN° Lac’ CFRGNfLac |GN® Lac Suce::o
B 3-3 CFX Lac’ CF° GN’ Lac CF* Lac’ CF® Lac Suc .
B 3-4 CFF Lac AN CFS GN® Lac AN® | CF Lac’ AN™ -
B 4-1 CFX GNX Lac’ CFE° GN® Lac’ CFXGNfLac |CF" Lac Sucesso

zcido nalidixico e Lac- lactose

CF-cefalotina, GN-gentamicina, AN-
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta investigagdo confirmam os dados da relaga
0

entre o uso de antimicrobianos como fator de risco para colonizagdo e sobretud
udo

a emergéncia de microrganismos resistentes. Qs voluntarios do grupo em
uso

destes medicamentos (grupo B) apresentaram frequéncias de colonizagdo por

Enterobacteriaceac €
10 grupo controle

S aureus na microbiota bucal de 50% contra 40% e 30%

respectivamente, (D). Os isolados destes microrganismos

quando obtidos do grupo B foram mais resistentes do que dos demais grupos;

ara gentamicina em Enterobacteriaceae e oxacilina para

us evidenciaram resisténcia, com 64 mg/L para gentamicina e >512 mg/L
a, as do grupo controle foram de 4 mg/L e 025 mg/L

a0s voluntérios em uso de clorexidina e aqueles com

assim enquanto as CIM; p

S. aure
para oxacilin

respectivamente. No tocante
restauragdes em amalgama (
anismos pesquisados 10 grupo C, e uma relagdo entre os

multiplas grupo A) verificou-se uma redugdo em

todos 0s MICTOrg
mercurio no grupo A.

estafilococos € resisténcia ao
que alteram a composi¢do das diversas microbiotas do homem

Fatores
s, status imune e varios outros fatores intrinsecos ¢

incluem 08 antibiotico

extrinsecos (GREENE, 1996).
mais interferem, facilitando a colonizagdo por microrganismos

A administragdo de novo antimicrobiano esta entre

as causas que

epidemio]ogicamente imp

ambiente hospitalar
S, aproximadarnente um ter¢o dos pacientes utilizam estes

ortantes, constituindo um fator de risco subsequente de

infecgdio 10 (NORD et al., 1984; BARZA et al., 1987). Em

hospitais americano
amentos (SANDE &
ntes internados 1NOS

medic MANDEL, 1987). Enquanto que no Brasil mais de

40% dos pacie hospitais gerais utilizam antimicrobianos
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(HUTZLER et al., 1987). No Hospital de Clinicas da Universidade Federal de

Uberlandia a taxa de prevaléncia de uso é ainda maior (NOGUEIRA &

GONTIJO FILHO, 1994).

A colonizagdo do orofaringe por ba
0%, com predominio de Klebsiella 41%

cilos Gram-negativos em pacientes

idosos (265 anos) hospitalizados é de 6
e Enterobacter spp. 14% (CARVALHO et al., 1992;

seguindo-se E. coli 24%
). A colonizagdo (50%) encontrada nesta

COHEN, 1992; SILVA et al., 1994

investigagdo em yoluntéarios hospitali
RABELO & GONTLIO FILHO (1996) em

stituigdo, Teve um predominio de E. coli

zados, em uso de antimicrobianos, €

semelhante aquela descrita por

criangas hospitalizadas na mesma n

(6/11) seguido por FEnterobacter spp. (4/11). A frequéncia de bastonetes Gram-

negativos no grupo D (40%) pode ser considerada alta embora, apenas cerca de

50% dos isolados tenham sido caracterizados como E. coli e tribo Klebsiellae.

Outros fatores que contribuem para aderéncia de bactérias Gram-negativas

nas células bucais, bem cOMO daquelas da mucosa das vias aérias inferiores,

(NIEDERMAN et dl., 1984). Esta colonizagéo

incluem a uremia € a subnutri¢do
ais fatores responsaveis pelas pneumonias

& considerada um dos princip

hospitalares causadas por esses microrganismos (CARVALHO et al., 1992;

SILVA etal., 1994).

Entre 0S microrganismos mais importantes como agentes de infecgdes

a3 \ b Y . “g e
hos 80, estdo os S. aureus resistentes a meticilina

(MRSA) ¢ 0 Staphylococcus spp. coagulase negativa (WENZEL, 1985; NEU,
e tisco de colonizagdo e infecgdo por MRSA

pitalares a partir dos anos

1992). Os principais fatores d

gravidade da doenga, presenga de catéteres, permanéncia prolongada no

incluem
crobianos (BOYCE, 1992). As narinas, perineo,

hospital € tratamento com antimi
intestino e cavidade bucal estdo entre 0S sitios anatdmicos onde eles sdo mais
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frequentemente encontrados (BOYCE, 1992). RABELO & GONTIJO FILHO

(1996) encontraram
Clinicas da Universi
aureus de 55%, com P
adultos internados no mesm
prevaléncia de MRSA nesse sitio,

de uso de antimicrobianos. A preseng
e D (controle) foi de respectivamente, 20 e 30%, compativel com o descrito na

MURRAY et al., 1992; MILLINS et al., 1994).
¢ dentaria € uma doenga infecciosa causada por bactérias

na cavidade oral de criangas internadas no Hospital de
dade Federal de Uberlandia, uma taxa de colonizag&o por S.
redominio de MRSA. Nessa série, trabathando com
o hospital, foi também observada uma alta (50%)
que mostrou uma relagdo direta com o tempo

a de S. aureus nos voluntarios dos grupos A

literatura (

A carl
m destaque para O grupo Streptococcus mutans (LOESCHE

cariogénicas, €O
93; TSUCHIYA et al., 1994; JORGE, 1995). Individuos

1986; LOESCHE, 19
com altos niveis de S. mut
& KRASSE, 1985; LOES

incluem: eliminagdo dessas bac
bacteriana € incremento da
YA et al., 1994, EMILSON,

so de clorexidina (C) os d

qns apresentam alto risco de carie dentaria (EMILSON
CHE, 1986). Estratégias de prevengdo de caries
térias da cavidade bucal, inibigdo da formagdo da

placa resisténcia dos dentes a desmineralizagio

(TSUCHI

o grupo em U

1994). No presente estudo excetuando-se

emais ndo apresentaram diferencas

anto a esses microrganismos.

quantitativas qu
e microrganismos importante na etiologia da carie dentaria é

Outro grupo d

o do Lactobacillus spp- gt
e acidogénica (LOESCHE, 1993). A presenca de

bservada nos grupos de voluntarios mais velhos e

¢ participa da progressdo da mesma em virtude de suas

caracteristicas acidurica

Lactobacillus SppP- foi mais O

es em piores condicdes (grupos A€ B).

para higiene bucal e prevengdo da carie
(SENIOR, 1973; LOESCHE, 1993;

com os dent
Entre

dentaria destaca-S

os diversos produtos
e o uso da clorexidina
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JORGE, 1995). Ele foi testado em varios estudos, em paralelo com outros
produtos, mostrando uma redugdo nas contagens microbianas da saliva de cerca
de 90% e com uma maior atividade antiplaca (LOE, 1971; EMILSON, 1994).
s foram feitas neste estudo, com uma diminuigdo, por ordem

Essas observagde
decrescente, de Enterobacteriaceae, S. aureus, S. mutans e Lactobacillus spp.

nos voluntarios em uso deste antisséptico. Um dos principais problemas da
utilizagdo por tempo prolongado, ¢ a sua interferéncia no paladar (LOE et al.,
1972; GARDNER & GRAY, 1983) fato verificado nesta série, justificando a ndo
racio das coletas realizadas na quarta semana no grupo C, pela

conside

informag#o, por muitos voluntarios, da suspensdo do uso.

A clorexidina, tem um efeito antimicrobiano residual, ou seja, varias horas
licagdo na forma de bochechos, a saliva conserva uma capacidade

apds sua ap
anismos (HEARD & ASHWORTH, 1968; LOESCHE,

inibitoria sobre 0s microrg

1993). Esta questdo foi contornada, nos experimentos realizados, pela adigdo de

lecitina e tween 80 na salina utilizada, no transporte dos espécimes coletados com

swab.
O amalgama dentdrio ¢ com certeza o material restaurador mais usado ao

longo de muitas décadas, é uma mistura que libera merctirio no estado de vapor

na formula Hg’, que € abs
em, pela absor¢ao gastrointestinal (WHO, 1991). A sua interferéncia

da cavidade bucal ndo tem merecido atengdo, exceto, o

orvido principalmente por inalagdo e, em menor

porcentag
com a microbiota
de microrganismos ao merctrio, associada a de

desenvolvimento de resisténcia
que tem sido notada (RICHMOND & JOHN, 1964; MILLAR et

res mostram a relagdo de restauragSes a amalgama e
gue e urina (SNAPP et al., 1989; MOLIN et

antimicrobianos

al., 1987). Alguns auto

aumento do nivel de mercurio no san

al., 1990).
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O problema da resisténcia antimicrobiana ¢ universal. Inicialmente el

: a

pode emergir em resposta a fatores locais, com destaque para o uso de algun

g sy, . S
antibiéticos em particular, mas uma Vvez presente em uma darea geografi

ca

frequentemente, aparece €m outras rapidamente, em parte devido a facilidade

com que as bactérias trocam informagdes genéticas responsaveis pela resisténcia
>

as falhas técnicas, resultando na transmissdo de microrganismos de um pacient;
e

para outro e, provavelmente, a disseminag¢do de bactérias dentro de uma

comunidade e outras comunidades, pela precariedade na higiene e saneamento

basico (JACAB & ARCHER, 1991; NEU, 1992). No ambiente hospitalar, os

patégenos considerados problema, atualmente, incluem bastonetes Gram

negativos multirresistentes, MRSA e Enterococcus resistente a vancomicina

(FLAHERTY & WEIN STEIN, 1996). As bactérias hospitalares, geralmente, séo

mais resistentes do que as isoladas de pacientes na comunidade, ¢ aquelas de
2

hospitais de assisténcia ter

(ELLNER et al., 1987). Nessa série, em relagfo as bactérias Gram-negativas, as

prevaléncias de isolado

Todos os isolados foram resistentes a am
a ampla utilizagao destes antimicrobianos em nosso pais

cearia, mais do que aquelas de hospitais comunitarios

s multirresistentes foram as mesmas nos grupos B e D

picilina e, aproximadamente, 50% a

tetraciclina, refletindo

Ao contrario do grupo controle, foi isola
e aos B-lactAmicos testados. Ao contrario, isolados de

do um estirpe de E. coli de um voluntario

do grupo A, resistent

MRSA, todos multirresistentes,
a exemplo com O ocorrido com os Staphylococcus spp. em

somente foram encontrados no grupo em uso de

antimicrobianos,

o a oxacilina. O tempo d
midade de um paciente colonizado ou infectado com MRSA

relaci e hospitalizagdo, o tratamento prévio com

antibiotico € a proxi
predispde infecgdo pelo mesm

dessas condig0es.

o. Os voluntarios do grupo B preenchiam duas

28




Entre os dois microrganismos de importéncia na etiologia da cérie dentéria,
somente os isolados de S. mutans foram testados pela técnica de difusdo em gel
neste trabalho, por ndo haver critérios de mterpretagdo, em méos, dos halos de
inibigdo, para os Lactobacillus spp. Esse Streptococcus e os demais do grupo
viridans sdo altamente susceptiveis a penicilina e ampicilina (SHLAES, 1992;

LOESCHE, 1993). Outros agentes ativos in vitro incluem a vancomicina,

eritromocina e clindamicina (SHLAES, 1992). No entanto, a frequéncia de

resisténcia 4 ampicilina nos isolados dessa série, notadamente de voluntarios do

grupo B (7/10) foi alta, 0 mesmo ocorrendo com relagfio a eritromicina (6/10).
Os aminoglicosideos tem desempenhado um papel vital no tratamento de

infecgdes por Enterobacteriaceac € outras bactérias Gram-negativas. Entre estes

antimicrobianos, a gentamigina 6 um dos mais populares, mas é susceptivel,

rincipalmente, a inativagdo por algumas enzimas produzidas por bactérias

(NEU, 1992). As CIM, (mg/L) para interpretagdo de uma E. coli como
nte, é de €4 © >16, respectivamente (COLLINS et al., 1995;

1995). Assim, os isolados de pacientes do grupo

ntaram uma CIMy, evidenciando resisténcia ao

p
resistentes
susceptivel ou resiste

WOODS & WASHINGTON,

em uso de antimicrobianos aprese

contrario daqueles provenientes do grupo controle. Os resultados foram

s com os da técnica de difusdo em gel, quando 7/11 dos isolados do

comptivel
se como susceptiveis, pois a CIMs, foi para as estirpes

grupo B comportaram-
deste grupo, de 1 mg/L.

Como foi referido n
predomineo do S. epidermidis, estdo entre os principais agentes de infec¢des

ares nos dias atuais (BOYCE, 1992; GRAY & PEDLER, 1992;
T & WENZEL, 1995). Estes microrganismos sdo considerados

ca de diluigdo em agar, quando a CIM for superior a 4 mg/L

a introdugdo, 0 MRSA e Staphylococcus spp., com

hospital
HERWALD

resistentes, pela técn
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(COLLINS et al., 1995; HERWALDT & WENZEL, 1995). Verificou-se uma
diferenga marcante nas CIM;, dos isolados desses microrganismos no grupo B

(>512 mg/L) em comparagdo com 0s demais.
Os S mutans s3o susceptiveis as penicilinas e demais g-lactdmicos

(MURRAY et al., 1992; LOESCHE, 1993). As CIM; relativas a susceptibilidade
¢ de 0,12 mg/L para a penicilina-G e para a ampicilina, frente aos Estreptococos
outros, que ndo o S. pneumoniae. Nessa série foi observada uma variagdo muito

ampla nas CIM; para as 31 estirpes testadas. Considerando-se as CIM;sg, 0s

isolados do grupo B foram caracterizados como resistentes a ampicilina.
Os bacilos Gram-positivos ndo formadores de esporos ( Eubacterium,
Propionibacterium € Lactobacillus spp.) sdo tipicamente

Actinomyces,
susceptiveis a penicilina, embora, os Lactobacillus possam ser resitentes as

cefalosporinas (WEXLER & DOERN, 1995). Isto foi observado nessa série, com

os os isolados deste microrganismo, apresentando CIM; baixas, excetuando-se

provenientes do grupo C (16 mg/L) mas, também, susceptiveis.

digluconato de clorexidina é um dos antissépticos tradicionais, em

tod
quatro

O
fung¢do da su
Gram-negativas
1989; MILLINS e

plasmideos associado

a baixa toxicidade e boa atividade contra bactérias Gram-positivas e
(AINAMO, 1977, GARDNER & GRAY, 1983; BAILLIE,
¢ al., 1994). Néo ha até o momento evidéncias do papel de
s a resisténcia dessas bactérias (RUSSELL et al., 1986).
Entretanto, usualmente, cOmo foi referido na introdugdo, o termo resisténcia em
é usado para justificar uma amostra que ndo ¢é
o utilizado na pratica (STICKLER & THOMAS,

res tem sugerido que o uso em grande escala de

relagdo aos antissépticos
susceptivel a0 mesmo, quand

1982). Por outro lado, alguns auto

detergentes cationicos, bem como da clorexidina, pode resultar em espécies

resistentes a este antisséptico e aos antimicrobianos (STICKLER & THOMAS,
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1980; BRUMFITT et al., 1985; PEARMAN et al., 1985; RUSSELL et al.,‘1986;
BAILLIE, 1987). As CIM; de clorexidina para Enterobacteriaceae, estafilococos,
S mutans e Lactobacillus spp. sdo, respectivamente, 50 mg/L, 10 mg/L
(GARDNER & GRAY, 1983; FRENEY ef al., 1988) 6 mg/L e 3 mg/L
(TSUCHIYA, et al., 1994). Nesta série, 0s isolados identificados como da familia
Enterobacteriaceaec comportaram-se¢ COmo resistentes (CIMy, de 128 mg/L)

enquanto os de staphylococci e Lactobacillus spp. foram susceptiveis. Em

relagio aos S. mulans, aqueles provenientes de voluntdrios em uso de

antimicrobianos, comportaram-se¢ cOmo resistentes (16 mg/L) ao contrario dos

demais, incluindo 0s seis isolados do grupo C (em uso de clorexidina).

A resisténcia ao mercurio associada ou ndo aos antimicrobianos,

notadamente 2 oxacilina/meticilina, mediada principalmente por genes

plasmidiais, portanto, p
aureus e S. epidermidis (R

NEU, 1992).
Considerando a CIM de 5 mg/L, todas as estirpes de staphylococci

investigadas foram resistentes, embora as CIMs para as do grupo B tenham sido

assivel de ser transferida, estd bem documentada em S.
USSELL, 1985; POSTON & LI SAW HEE 1991;

trés vezes mais altas do que as do grupo controle. Considerando que a CIM 28

mg/L indica

resistente ao

resisténcia para Pseudomonas aeruginosa e que esta bactéria ¢ mais
g mercuriais orginicos e outros antissépticos do que as

Enterobacteriaceae (MARTINS ef al., 1991) os isolados de Gram-negativos

nessa série (grupos B e D
Na auséncia de dado

) foram resitentes ao mercirio.

s da susceptibilidade/resisténcia ao mercurio, dos

microrganismos relacionados a carie dentéria e considerando-se aqueles referidos
tans e Lactobacillus spp. encontrados

para staphylococci como parametro, S. mu
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nessa investigagdo ndo foram resistentes (CIM <5 mg/L) excetuando-se dois
isolados de S, mutans no grupo em uso de antimicrobianos.

Os métodos de
determinagdo da concentragdo inibitoéria minima, sdo preferidos nos Estados
Unidos da América e em outros paises desenvolvidos, em virtude de sua

automatizagfo. Esta, vem ocorrendo de forma muito mais lenta em paises como o

Brasil em fun¢do dos custos, assim o teste de difusdo em gel tem sido o mais
popular nos laboratérios de patologia clinica. Recentemente, foi introduzido um
método in vitro para avaliar a susceptibilidade antimicrobiana quantitativamente,
com leitura direta. Este teste combina a simplicidade ¢ a flexibilidade do teste de
difusdo em disco com a
antimicrobiano, em particular p

altos niveis de concordancia entre o teste E
¢ MRSA e Enterobacteriaceae (BOLMSTROM et al., 1988; HUANG

ANTOS FILHO, 1995). Tal concordancia foi verificada nessa

possibilidade de determinar as CIM de um agente
ara um isolado microbiano, onde sdo verificados

e métodos classicos de dilui¢do, na

detecgdo d
et al., 1992; S
série, quando apenas um

controle, foi susceptivel pela téc
A forma mais frequente de resisténcia de bactérias aos antimicrobianos

ansferéncia de plasmideos pela conjugagdo, particularmente comum

aceae Pseudomonas ¢ bactérias anaerobias (NEU, 1992). A

a estirpe de S. aureus, isolada de voluntario do grupo

nica de difusdo e resistente pela do teste E.

ocorre pela tr
entre Enterobacteri

propagagéo dessa resiténcia pode ocorrer dentro de géneros, bem como entre as

Enterobacteriaceac Ppseudomonas ¢ Bacteroides (COHEN, 1992; NEU, 1992;

MUHAMMAD et al., 1993; THA, 1993).

A disseminagdo de resisténcia aos antimicrobianos, pode ser detectada por

meio de diversas técnicas destacando-se 0 subcultivo prévio das estirpes

tura subsequente em caldo ou sobre a membrana

ERG, 1983; MUHAMMAD et al., 1993

doadoras e receptoras € a i

Millipore (FORBES & SCHAB
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LEGAKIS et al., 1995). Os experimentos de investigagdo realizados por estas

duas técnicas, utilizando os oito isolados de lactose positiva de
Enterobacteriaceae apresentaram sucesso na transferéncia em quatro e sete,
respectivamente. Entre os clones transconjugantes obtidos, apenas dois
corresponderam integralmente a0 fenotipo de resisténcia verificado na estirpe
doadora, com resisténcia simultdnea aos dois antimicrobianos, os demais,
apresentaram-se resistentes a cefalotina (cinco) ou & gentamicina (quatro). A
eos dos isolados doadores € da E. coli K 12 nio foi realizada.

analise de plasmid

33




6. CONCLUSOES

Conclui-se com €sS€ trabalho que o uso de antimicrobianos ¢ um fator de

risco para colonizagdo por microrganismos epidemiologicamente importantes

(Enterobacteriaceac © MRSA) multirresistentes, bem como, de Streptococcus

mutans resitentes a ampicilina, na cavidade bucal. Entretanto, nao foi detectada a

emergéncia de microrganismos resistentes a clorexidina, durante o periodo de trés
semanas. No tocante ao merct
foi constatada relagdo de resisténcia em mnenhum dos

rio e a presenga de multiplas restauragdes a

amalgama, nao
microrganismos, mas os isolados de estafilococos, foram mais resistentes a esse

fon no grupo em uso de antimicrobianos do que nos demais grupos.
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7. SUMMARY

The objective of this investigation was to realize a case-control study of the

impact about the use of antimicrobials, chlorhexidine and mercury on resistance
of microorganisms of medical and dentistry interests (Lscherichia coli

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans and Lactobacillus spp.) stading on

oral cavity. Four groups wWere tested, each
B- in use of antimicrobial agents, C- in use of

mouthwashes and D- without any report of

one with ten voluntaries, included: A-

with many amalgam fillings,

chlorhexidine digluconate in daily
dental caries, as control. The microbiological admonition was realized in the

process of four weeks. The resistance was determined in vitro by techniques of
gel diffusion for antimicrobi

chlorhexidine digluconate and mercu

als an by agar dilution method for antimicrobials
ry chloride. The experiments of resistance

transference were realized by techniques of broth culture and membrane filtration

using E. coli K12 as a reciever.

An important colonization by
ol (40%). The most frequent isolated species in the B

Enterobaceriaceae was detected in the B

group (50%) and contr
(6/11). One-third of these microorganisms were

group was E. coli
n the majority, from B group . The MIC for

g/L, against 4 mg/L in the control group.

to chlorhexidine and mercury,

multiresistants, but they were, i

gentamycin in this group, were of 64 m

These microorganismis strains were resistant

independent of the group-

Staphylococcus aureus colon
with an increasing colonization during antimicrobial use

jzation was 50% in B group and the observed

in D group was 30%,

lococci microorganisms showed resistance to oxacillin (MICy, >512

The staphy
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mg/L) in the B group. These microorganisms, were susceptible to chlorhexidine

and resistant to mercury, but with MIC three times more increased than those of

the fillings volunteers, or in use of antimicrobials, in relation to mercury

The volunteers group with regular use of chlorhexidine, Streptococcus

mutans was the most affected microorganisms. The simultaneous resistance to

several antimicrobials, particularly to ampicillin, was the most common in the B

group (8/10) with MICyo

susceptible to chlorhexidine and mercury,
strains studied were susceptible to penicillin-G

»512 mg/L. These strains isolated of this species were

except two from B group.

Lactobacillus spp.

chlorhexidine and mercury.

The MIC calculated by
ylococci), ampicillin (Streptococcus mutans), and penicillin-G

s in agreement with the classical technique except an strain

the E test for gentamicin (Enterobacteriaceae),

oxacillin (staph

(Lactobacillus spp.) 1
of MRSA that was susceptible with this technique.
Conjugation experiments with  lactose  positive  strains  of

Enterobacteriaceae succeed in seven of eigth experiments; however, only two

transcojugants revealed two resistance marks.
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