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Identificacdo e Caracterizacio de Microrganismos Isolados de Carie Dental Humana

Identification and Characterization of Isolated Microorganism of Human Dental
Caries
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Resumo

No presente estudo foi avaliado a resisténcia de microrganismos testados em diferentes antimicrobianos. Foram analisadas amostras isoladas
de caries, mucosas bucais, face vestibular e lingual de individuos na cidade de Cascavel, Parana. As amostras foram semeadas segundo os
procedimentos convencionais. Apds isolamento primario o modelo de resisténcia foi determinado através da concentragao inibitoria minima
(CIM), determinando a suscetibilidade frente ao painel Gram-positivo (automagdo MicroScan). Das 40 amostras foram identificados cepas
de Streptococcus bovis, S. mitis, S. salivarius S. pneumoniae e Enterococcus faecalis. Apresentaram padrao de sensibilidade, com excecdo
de algumas cepas de Enterococcus faecalis que apresentaram resisténcia quando testados a Clindamicina e Synercid. Notou-se diversidade
microbiana e concluiu-se que as amostras apresentaram um baixo grau de resisténcia aos antimicrobianos testados.

Palavras-chaves: Streptococcus. Cérie-dental. Resisténcia a antimicrobianos.
Abstract

In the following research, the resistance of microorganisms tested along with different antimicrobials has been evaluated. It’s been tested
samples isolated from caries, mouth mucous, vestibular face and tong of individuals in the city of Cascavel, Parana. The samples have been
disseminated according to conventional procedures. After primary isolation, the model resistance was determined through minimum inhibitory
concentration (CIM), determining the susceptibility facing the Gram-positive panel (MicroSan automation). From the 40 samples strains of
Streptococcus bovis, S. mitis, S. Salivarius, S. pneumoniae and Enterococcus faecalis were identified. The strains showed a sensibility pattern
with the exception of some Enterococcus faecalis strains which showed resistance when tested with Clindamicina and Synercid. The results
revealed a diversity of microorganisms which led to the conclusion that the samples presented low level of resistance to the antimicrobials
tested.
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causar infec¢des como a carie dental®. Em algumas situagdes,
as infecgdes podem se tornar patogenicamente perigosas

causando moléstias graves, como osteomicelites, e até mesmo,

¢ Farmacéutico Bioquimico, Especialista. E-mail: elacionamento 1@

atingir a corrente circulatoria causando sepse’. Os estudos
alvaro.com.br.

o microbiologicos de caries dentais mostram consideravel
* Enderego para correspondéncia: Rua Santa Helena 30, CEP. 85.818-

760, Cascavel - PR. diversidade microbiana associada a microflora bucal por

processos que ainda ndo estdo muito bem elucidados®.
1 Introdugio O controle da placa bacteriana na cavidade oral é um

A carie dental ¢ uma doenca infecciosa e transmissivel, ~d0S pontos principais na pratica odontologica ¢ o uso de

em seu estdgio inicial de desmineragio do esmalte dental'?, ~ Substdncias quimicas para redugdo e eliminagdo da mesma

A capacidade infectiva dos microrganismos ¢ multifatorial, N0 deve substituir o controle mecanico pelo paciente e pelo

estando presente diversos fatores como a susceptibilidade

do hospedeiro, a dieta contendo carboidratos e a microbiota A
obrigatorios e facultativos a diferentes antimicrobianos

profissional’.

resisténcia  de  microrganismos  anaerdbios

contendo microrganismos acidogénicos®*.

A cavidade oral ¢ uma regido do corpo humano Vvem sofrendo expansdo significativa. As bactérias Gram

que apresenta grande diversidade

especialmente bacterianos, dentre os quais sdo observados

de microrganismos,

os géneros Streptococcus, Peptostreptococcus, Veillonella,

Lactobacillus, — Corynebacterium e Actinomyces que
representam mais de 80% de toda microbiota cultivavel e
vivem em delicado equilibrio homeostatico®.

Muitos microrganismos, principalmente bactérias do

positivas, devido sua alta frequéncia de resisténcia,

tém contribuindo para o aumento dos numeros totais
antimicrobianos

de resisténcias aos comercializados,

tornando-se grave problema nas Ultimas décadas'.

Os antimicrobianos, tais como, Penicilina, Tetracilina
e Linezolide entre outros que estdo disponiveis e de facil
acesso no mercado, sdo utilizados no controle da manutengéo
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da higiene e satide bucal, muitas vezes de forma incorreta

e indiscriminada, podendo inclusive, selecionar cepas
resistentes, gerando aumento nos casos de doengas por
microrganismos multirresistentes.

Devido ao fato da carie dental ser considerada problema
constante de saude publica e crescente na populagdo, além
da grande diversidade de microrganismos relacionados a
cavidade oral, bem como a notificagdo de resisténcia de
diversos patogenos frente a diferentes antimicrobianos, torna-
se necessario o presente estudo, objetivando identificar a
diversidade microbiana presente em carie dental humana
e avaliar o perfil de resisténcia em relagdo a diferentes

antimicrobianos utilizados em consultorios odontologicos.

2 Material e Método

Foram selecionados 40 pacientes saudaveis, sem

comprometimento imunologico, comprovado por testes
sanguineos, cario - ativos, de forma aleatéria, entre idades
de 9 a 60 anos, de ambos os sexos, sem distingdo de racas
ou classes sociais, 0s quais aceitaram participar do projeto e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

A coleta foi

odontologico, na cidade de Cascavel, regido oeste do

realizada em determinado consultorio

Parand, por um profissional odontdlogo de conduta

conhecida pelo participante o qual ja estava em
tratamento.

Comité de FEtica em pesquisa da Faculdade Assis

Somente apo6s aprovagdo do projeto pelo

Gurgacz, protocolo 446/2007, deu-se inicio a pesquisa.

Para obten¢ao dessas amostras utilizou-se de curetas e
Swabs estéreis, com os quais foram realizadas raspagens da
placa dental das faces vestibular e lingual, mucosa e dorso da
lingua desses individuos.

As amostras foram imediatamente acondicionadas em
tubos de ensaio com solug@o salina a 0,9% e levadas ao
laboratorio de microbiologia da Faculdade Assis Gurgacz
em banho de gelo, em periodo maximo de duas horas. Em
seguida, procederam-se dilui¢des seriadas em salina estéril e
crescimento dos microrganismos em microaerofilia a 37° C
por 24 horas em placas contendo Agar BHI para seu posterior
isolamento e identificagdo.

Apbs isolamento primario, as amostras foram submetidas
a identificacdo e determinagdo da suscetibilidade frente ao
painel Gram-positivo (automag¢@o MicroScan), ocorrendo a
leitura dos resultados apds 18-24 horas de incubagdo a 35°C
+ 1°C. 40 amostras foram concomitantemente identificadas
através de provas bioquimicas convencionais.

Com base nessas amostras, também foi efetuado o teste
de suscetibilidade, empregando-se a metodologia da difusao
do disco em agar frente a: Amoxilina/ Ac. Clavulamico,
Ceftriazona, Ciprofloxacina,

Ampicilina, Cefazolina,

Glatifloxacina, Gentamicina, Levofloxacina, Linezolide,

Nitrofurantoina,  Norfloxacina, Oxacilina, Penicilina,

Rifampicina, Tetracilina, Sulfametaxazol Trimetoprim,

Vancomicina, Eritromicina, Gent. Synergy, Estreptomicina.

Utilizaram-se amostras de E. faecalis ATCC 29212 e S.
aureus ATCC 29213 como controle dos resultados obtidos,
seguindo os critérios estabelecidos pelo National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

A leitura e andlise dos dados ocorreram através da
observacdo e metria dos halos de inibigdo para determinagio
do perfil de sensibilidade, sendo comparados com a tabela do
fabricante.

3 Resultados e Discussao

Dos 40 pacientes selecionados para o estudo, 40 amostras
de microrganismos foram isoladas e identificadas como sendo
de Streptococcus bovis, S. mitis, S. salivarius, S. mutans,
S. pneumoniae e Enterococcus faecalis. Os resultados de
concentragao inibitoria minima (CIM), obtidos pela utilizagido
de diversos antimicrobianos testados em microrganismos
bucais, podem ser visualizados na tabela 1.

Os resultados para os testes de concentragao inibitoria
minima (CIM) nos 40 isolados das mucosas bucais, faces
vestibular e lingual dos dentes, demonstram que somente as
cepas de Enterococcus faecalis apresentaram resisténcia frente
a Clindamicina e Sinercid, mostrando-se sensiveis as outras.
Quanto as cepas de Streptococcus bovis e S. pneumoniae foi
possivel observar sensibilidade a todas as drogas testadas,
conforme observado na tabela 1.

A resisténcia de microrganismos anaerobios obrigatdrios
e facultativos vem sofrendo expansdo significativa'®. Os
cocos gram-positivos sao importantes agentes de infeccao, e a
resisténcia destes patdgenos a antimicrobianos tem aumentado
como evidenciado por autores''. Ao contrario do que descreve
a literatura, as cepas analisadas demonstraram-se sensiveis ou
intermediarias em quase todos os antibioticos testados.

Drogas como a tetraciclina, estdo dentre as mais eficazes
no controle microbiano, sendo o segundo grupo de drogas
mais utilizadas no mundo e possuindo amplo espectro de agao
sobre microrganismos bucais, tanto Gram-negativos quanto
Gram-positivos'?, nesse estudo confirmaram a sua atividade
antimicrobiana, inibindo o crescimento bacteriano de todas as
cepas testadas.

O padrdo de sensibilidade frente a cepas de E. faecalis
mostrou resultados intermediarios a Cefazolina, Ceftriazona,
Gentamicina, Oxacilina e Eritromicina, as cepas de S.bovis
apresentaram-se intermediarias a Norfloxacina e Vancomicina,
assim como o0s Streptococcus. mitis apresentou-se a
Ciprofloxacina, Gentamicina, Norfloxacina, Vancomicina, e
S. salivarius a Vancomicina. As concentragdes inibitorias
intermediarias, frente a antimicrobianos como vancomicina é
uma preocupacdo constante, por se tratar deste, como um dos
ultimos recursos da terapéutica de bactérias gram positivas.

Entre os E. faecalis, as cepas apresentaram sensibilidade a
maioria dos antimicrobianos, com exce¢do de Clindomicina
e Synercid com elevada resisténcia observada. Em relacdo ao

26 Moura AC, Pinto FGS, Marassi AE / UNOPAR Cient., Ciénc. Biol. Satde. 2009;11(4):25-8



Identificagdo e Caracterizagdo de Microrganismos Isolados de Carie Dental Humana

Tabela 1: Padrio de resisténcia aos antimicrobianos testados

S. bovis E. faecalis S. salivarius S. mitis S. pneumoniae
CIM Padrao CIM Padrao CIM Padrio CIM Padrao CIM Padrao
Amox/k Clav <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S
Amp/Sulbactam <=8/4 S <=8/4 S <=8/4 S <=8/4 S <=8/4 S
Ampicilina <=0.25 S 0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=0.25 S
Cefazolina <=2 S 16 I <=2 S <=2 S <=2 S
Ceftriazona <=4 N/R 16 1 <=4 S <= S <=4 S
Ciprofloxacina <=1 S <=1 S <=1 S 2 I <=1 S
Clindamicina <=0.25 S >2 R <=0.25 S <=0.25 S <=0.25 S
Gatifloxacina <=2 S <=2 S <=2 S <= S <=2 S
Gentamicina 4 S 8 I <=1 S 8 1 <=1 S
Levofloxacina <=2 S <=2 S <=2 S <=2 S <=2 S
Linezolide <=0.5 S 1 N <=0.5 S <=0.5 S <=0.5 S
Nitrofurantoina <=32 S <=32 S <=32 S <=32 S <=32 S
Norfloxacina 8 I <= S <= S >8 | <=4 S
Oxacilina <=0.25 S >2 I <=0.25 S <=0.25 S <=0.25 S
Penicilina 0.12 S 2 S <=0.03 S <=0.03 S <=0.03 S
Rifampicina <=1 S <=1 S <=1 S <=1 S <=1 S
Synercid 1 S >2 R 0.5 S 1 S 1 S
Tetracilina <= S <=4 S <=4 S <=4 S <=4 S
Trimeth/Sulfa <=2/38 S <=2/38 S <=2/38 S <=2/38 S <=2/38 S
Vancomicina <=2 1 <=2 S <=2 1 <=2 1 <=2 S
Eritromicina 1 I <=0.5 S <=0.5 S <=0.5 S
Gent. Synergy <=500 S <=500 S <=500 S <=500 S
Estreptomicina <=1000 S <=1000 S <=1000 N <=1000 S

Legenda: S=Sensivel; I= Intermediario; R= Resistente, N/R= Nao reportado.

Valores precedidos do simbolo maior que (“>"") encontram-se fora de escala, isto ¢, o antimicrobiano ndo conseguiu inibir o crescimento bacteriano nem

com a maior concentragdo utilizada.

Valores precedidos do simbolo menor que (“<”) encontram-se fora de escala, isto ¢, o antimicrobiano inibiu o crescimento bacteriano mesmo com a

menor concentragdo utilizada.

Synercid, o resultado era esperado, pois a literatura descreve
o E. faecalis habitualmente resistente a este antimicrobiano!'.

Enterococcus  sp. ¢ outro importante grupo de
microrganismos que se destacam, cada vez mais, como
patdgenos oportunistas. Entre os Enterococcus spp, ha relatos
de cepas resistentes a vancomicina em nosso meio, entretanto,
nesse estudo, as cepas de E. faecalis mostraram-se sensiveis
a essa droga. Nos tltimos anos, os enterococos tém emergido
como importantes agentes de infec¢do, tendo gerado sérios
problemas devido ao desenvolvimento de resisténcia''. Porém,
a combinacdo de penicilina ou ampicilina ou vancomicina
mais gentamicina ou estreptomicina sdo eficazes em um
tratamento'.

As espécies identificadas do grupo viridans, S.salivarius
e S. mitis também apresentaram padrdo de sensibilidade as
drogas testadas. Esses microrganismos sdo predominantes
das membranas mucosas ¢ da lingua do homem'. As cepas
de S. salivarius sao detectadas com maior regularidade e
considerados como a principal espécie pioneira na colonizagio
da cavidade bucal®.

No trabalho, nota-se a baixa frequéncia de Streptococcus

mutans ¢ S. sobrinus. E incomum a baixa incidéncia desses

microrganismos na cavidade bucal por apresentarem forte
relacdo com o desenvolvimento patogénico da céarie humana.
Essas espécies sdo isoladas com maior frequéncia da placa
dental e por apresentarem alto metabolismo de carboidratos
fermentaveis tornam-se os principais causadores dessa
doenca. Entretanto, resultados semelhantes foram encontrados
diferentes autores que observaram grande diversidade de
microrganismos na microbiota oral acompanhado de auséncia
de Streptococcus mutans'.

Acreditamos que esta auséncia, apesar de incomum ¢
perfeitamente aceitavel, pois sabemos que diversos outros
microrganismos apresentam carater cariogénico. Sua auséncia
pode estar relacionada a pouca circulacdo destas bactérias
frente a populagdo humana estudada, uma vez que é comum
distribui¢do irregular de patégenos na espécie humana em
relag@o a geografia que os hospedeiros humanos se encontram.

Atualmente tem-se discutido diversas formas para o
controle da microbiota bucal, visando a preven¢do da carie
dental. Dentre elas a importancia de manter correta higiene, o
uso de agentes antimicrobianos e, principalmente, a prevengao
da transmissao dos microrganismos cariogénicos, por meio de
orientagdo e educa¢ao da satde bucal.
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A identificacdo dos microrganismos presentes na carie,
bem como a determinagdo e conhecimento de seus padroes
de sensibilidade frente aos diversos antimicrobianos, torna-se
fundamental para a correta pratica de tratamento e controle da
doenca na populagdo.

4 Conclusao

As analises demonstram grande diversidade de bactérias
presente em placas bacterianas de origem dental e de carie
humana, além daquelas frequentemente relacionadas a doenga
como S mutans. Apesar da diversidade, ainda apresentam
amplo perfil de sensibilidade frente a diversos antimicrobianos
utilizados na clinica odontologica.

Os obtidos
antimicrobianos avaliados, podem reduzir significativamente

resultados permitem concluir que os

o numero de microrganismos que s3o frequentemente
encontrados na cavidade bucal humana.
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