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RESUMO

Superinfeccao resulta no desenvolvimento de patdgenos residentes prejudiciais
ou oportunistas em consequéncia de alteragdo da microbiota benéfica e pode
representar uma complicacdo na terapia antimicrobiana. O presente estudo
avaliou a presenca de leveduras, estafilococos, enterobactérias e Pseudomonas
na cavidade bucal e sulco gengival de individuos submetidos a terapia antibiética
para tratamento de tuberculose pulmonar e individuos controle. Foram incluidos
cinglienta individuos diagnosticados com tuberculose pulmonar e que
estivessem sob antibioticoterapia por um periodo minimo de 45 dias e maximo
de seis meses. Para controle foram incluidos individuos sistemicamente
saudaveis. A coleta de material da cavidade bucal foi realizada pela técnica de
enxague bucal e do sulco gengival utilizando-se cones de papel absorvente
esterilizados. As amostras coletadas foram semeadas em duplicata em placas
de Petri contendo agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, agar Manitol e
agar MacConkey. As amostras de Candida spp. e de estafilococos coagulase-
positivas foram identificadas por provas bioquimicas especificas e as amostras
de estafilococos coagulase-negativas, enterobactérias e Pseudomonas foram
identificadas utilizando-se o sistema API. Os resultados foram analisados pelo
teste estatistico de Mann-Whitney (p<0,05). Candida spp. foram detectadas em
namero significativamente maior na cavidade bucal de individuos com
tuberculose pulmonar em relacdo aos controles, sendo C. albicans mais
prevalente em ambos o0s grupos. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para Staphylococcus spp.,
enterocatérias e Pseudomonas. Concluiu-se que os individuos sob
antibioticoterapia para tratamento de tuberculose pulmonar apresentaram maior
prevaléncia de Candida spp. na cavidade bucal em relacdo aos controles.

PALAVRAS-CHAVE: Tuberculose pulmonar; super-infeccao; bactérias; fungos;
Candida; boca; humano; “in vivo”.



1 INTRODUCAO

A tuberculose € uma doenca infecciosa crénica, causada
por Mycobacterium tuberculosis e outras espécies patogénicas de
micobactérias.

A doenca continua sendo importante problema de saude
publica, especialmente em paises em desenvolvimento. Atualmente,
considera-se que sdo responsaveis pelo aumento da endemia tuberculosa
no mundo, a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o uso
de drogas injetaveis, o aumento da pobreza, o aumento do numero de
desabrigados, a migracdo, a ma nutricdo e a urbanizacdo (NATAL'?,
1998).

A persisténcia da tuberculose em escala internacional, a
despeito da existéncia de estratégias terapéuticas eficazes, revela nao
apenas a diversidade de fatores envolvidos na sua determinagdo, mas
sobretudo, a complexidade do seu controle (HOPEWELL®®, 2002).

M. tuberculosis e outras micobactérias patogénicas podem
sofrer mutacdes e desenvolver resisténcia ao regime de medicacdo com
um unico farmaco. Em funcéo disso, o tratamento de escolha baseia-se
na terapia com mdultiplos agentes antimicrobianos por um periodo de seis
a doze meses (WHO™°, 2003).

Existem evidéncias de que o uso prolongado de
antibiéticos pode estar relacionado com alteragbes da microbiota bucal e
possivel aumento na ocorréncia de microrganismos oportunistas.
Superinfeccbes sdo novas infecgbes que dificultam o tratamento de um
processo pré-existente, podendo representar uma complicacdo da terapia

antimicrobiana pela alteragcdo da microbiota benéfica, causando um
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supercrescimento de patdgenos potencialmente prejudiciais ou
oportunistas (VAN WINKELHOFF et al.'™®, 1996). Bacilos entéricos,
Pseudomonas, Staphylococcus e leveduras foram descritos como
microrganismos superinfectantes (SLOTS et al.'®, 1988; FLYNN &
SLOTS*, 1993).

A incidéncia de Candida spp. na cavidade bucal e as
raz0es para 0 estabelecimento de infec¢cdes causadas por esses
microrganismos podem estar relacionadas com imunossupressao,
desordens enddcrinas, lesdes em mucosas, higiene bucal deficiente e
tratamento prolongado com antibiéticos e corticosterdides. AlteragBes no
sistema imune e na microbiota normal sdo fatores que usualmente
precedem a colonizacao, infeccdo e doencas produzidas por leveduras
(RAMIREZ-AMADOR et al.**°, 1997).

Microrganismos do género Pseudomonas, bacilos
entéricos e estafilococos ndo sédo considerados residentes na microbiota
bucal humana, entretanto podem atuar como patdgenos oportunistas em
individuos submetidos a administracdo sistémica prolongada de
antimicrobianos ou imunossupressores. Quando presentes encontram-se
em numeros reduzidos e sdo considerados como parte da microbiota
transitéria. Entretanto, a administracdo sistémica prolongada de
antimicrobianos ou imunossupressdo podem promover um aumento
desses microrganismos (SLOTS et al'®, 1988; DAHLEN &
WIKSTROM*, 1995).

Diante do exposto, acreditamos ser de grande valia a
avaliacdo da ocorréncia de microrganismos oportunistas na cavidade
bucal e sulco gengival de individuos submetidos a antibioticoterapia

utilizada para tratamento de tuberculose pulmonar.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da tuberculose

A tuberculose esteve presente durante todo o
desenvolvimento da histéria humana. Existem evidéncias de tuberculose
desde os tempos pré-historicos, encontradas em mumias do antigo Egito
e, mais recentemente, em uma mumia pré-colombiana no Peru. Em 1882,
0 pesquisador alemdo Robert Koch conseguiu isolar o bacilo da
tuberculose, que ficou conhecido como bacilo de Koch e posteriormente
foi denominado Mycobacterium tuberculosis. Antes do conhecimento do
agente causador, varios métodos de tratamento como clima, isolamento
em sanatérios, colapsoterapia (especialmente 0 pneumotérax
terapéutico), sais de ouro, de cobre e outros foram instituidos sem
sucesso, assim como o uso da tuberculina, descoberta pelo préprio
Robert Koch, que chegou a anunciar a sua descoberta como cura
definitiva. Sessenta e dois anos depois, em 1944, foram descobertos os
primeiros medicamentos capazes de eliminar o bacilo da tuberculose
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA™®,
2004).

Apesar do otimismo das décadas de sessenta e setenta
concernente a possibilidade de controle, a tuberculose ressurgiu como um
importante problema de salde publica mundial. Desde 1993 a
Organizacao Mundial de Saude decretou a tuberculose como enfermidade
reemergente (CHAIMOWICZ?, 2001).
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A tuberculose acomete os pulmdes em cerca de 90% dos
casos, mas pode manifestar-se também como tuberculose meningea,
miliar, éssea, renal, cutanea, genital e linfatica, sendo a forma pulmonar a
mais contagiosa (BRASIL™, 2004).

A via aérea € a principal via de transmisséo da tuberculose
pulmonar, sendo que a fala, o espirro e, principalmente, a tosse de um
individuo com tuberculose pulmonar bacilifera libera no ar goticulas, de
tamanhos variados, contendo no seu interior os bacilos. As goticulas mais
pesadas depositam-se rapidamente no solo, enquanto que as mais leves
podem permanecer em suspensdo por diversas horas. Somente o0s
nucleos secos das goticulas (nucleo de Wells), com didametro de até 5 um
e com um a dois bacilos em suspensao, podem atingir os bronquiolos e
alvéolos, e iniciar a multiplicacdo. As goticulas médias sdo, na sua
maioria, retidas pela mucosa do trato respiratorio superior, e removidas
dos brénquios, através do mecanismo muco-ciliar. Os bacilos assim
removidos sdo deglutidos, inativados pelo suco gastrico e eliminados nas
fezes. Os bacilos que se depositam em objetos dificilmente se dispersaréo
em aerossois e, por isso, ndo desempenham papel importante na
transmissdo da doenca (BRASIL 4, 2002).

Os sintomas mais constantemente relatados, em ordem
decrescente, sao tosse, febre, sudorese, expectoragdo, emagrecimento,
dispnéia, dor toracica e hemoptise. A grande frequéncia do sintoma tosse
reforca a indicacdo do estudo baciloscopico de escarro para todos os
individuos sintomaticos respiratérios como recomenda o0 Programa
Nacional para o Controle da Tuberculose (JOB et al.”*, 1986).

Todo programa de saude publica, especialmente os de
controle da tuberculose, visa inicialmente a quebra da cadeia de
transmissdo da doenca, pois sabe-se que cada doente ndo descoberto
tende a infectar de dez a 15 pessoas em um ano, sendo que uma ou duas
desenvolvem a doenca, fazendo com que a mesma permaneca ha

populacdo como endemia (BRASIL*, 2002).



16

A maioria dos novos casos de doenca pulmonar ocorre em
torno de 12 meses apdés a infeccao inicial. A probabilidade de o individuo
vir a ser infectado, e de que essa infeccdo evolua para a doenca,
depende de multiplas causas, destacando-se, dentre estas, as condicdes
sécio-econdmicas e algumas condicdbes médicas (diabetes mellitus,
silicose, uso prolongado de corticosterdides ou outros imunossupressores,
neoplasias, uso de drogas e infeccdo por HIV). A evolucdo do quadro
clinico dependera do individuo estar sendo infectado pela primeira vez
(primo-infec¢éo), ou reinfectado (reinfeccdo exdgena). A probabilidade de
adoecer numa primo-infeccdo depende da viruléncia do bacilo, da fonte
infectante e das caracteristicas genéticas dos individuos infectados
(BRASIL™, 2002).

Quanto mais rapido for o diagndstico, mais precocemente
se podera iniciar a quimioterapia especifica, conseguindo-se assim, além
de se evitar a transmissdo, diminuir as sequelas da doenca e manter o
individuo como forca de trabalho atuante (JOB et al.”*, 1986). Sabe-se
gue a quimioterapia suprime a contagiosidade da doenca, nas primeiras
duas semanas, em oitenta a 95% dos casos (WHO'"®, 1999).

A mortalidade por tuberculose apresentou tendéncia
crescente em muitos paises desde a eclosdo da epidemia da doenca
devido ao HIV, ocorrida na década de oitenta (ANTUNES & WALDMAN’,
1999). Esse aumento deveu-se também, dentre outros fatores, as
modificagcdes nos programas de controle e assisténcia e ao crescimento

da populacdo (DYE et al.*

, 1999). No entanto, apesar do aumento
evidenciado, a importancia da tuberculose na mortalidade de populacdes
nao se reflete nas estatisticas apresentadas segundo a causa basica de
morte. A tuberculose ocorre como causa associada em uma grande
proporcao de Obitos em que a morte é atribuida a outra causa basica
diversa (SANTO et al.’**, 2003).

A co-infeccdo da tuberculose e da Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS/SIDA) constitui-se em importante fator
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de mortalidade prematura. Em 1998, no estado de S&o Paulo, a
tuberculose foi mencionada como causa associada de morte em 19,6%
dos 6bitos devido & AIDS (SANTO et al.'*®, 2000). Esses mesmos autores
em 2003 estudaram a mortalidade relacionada a tuberculose no estado de
Sao Paulo, segundo causas multiplas de morte e relataram que os 6bitos
em que a tuberculose foi mencionada como causa associada teve como
causa bésica a AIDS (65,3%).

A associacdo entre AIDS e tuberculose pode ocorrer pela
reativacao desta ultima, pela rapida progressédo de uma infeccdo primaria
e por reinfeccdo (exdégena) em qualquer estagio de infec¢do por HIV. O
risco de primo-infecgéo e reinfecgéo entre individuos infectados por HIV é
consideravelmente elevado. A progresséo do curso da doenca por HIV é
agravada pela tuberculose. A co-infeccdo por HIV e tuberculose dobra o
risco de morte em relacdo aos infectados apenas por HIV (SANTO et
al.'**, 2003).

As formas clinicas da tuberculose do sistema nervoso e
tuberculose miliar sdo encontradas com maior freqténcia em individuos
infectados por HIV do que em individuos nado infectados. A tuberculose do
sistema nervoso central ocorre em 5% a 10% dos individuos infectados
por HIV (SHAFER & EDLIN'**, 1996).

2.2 Aspectos epidemioldgicos da tuberculose

A tuberculose, doenca infecto-contagiosa, acomete o
homem ha milénios, como demonstram os esqueletos fosseis de seres
humanos com lesdes Osseas compativeis com essa enfermidade
encontrados em varias regides e datados até de cinco mil a.C. Um

declinio da doenca foi observado desde o século XX, especialmente a
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partir da introducdo de antimicrobianos efetivos na década de 1950.
Entretanto, este declinio cessou abruptamente, no inicio da década de
oitenta, com o surgimento da AIDS/SIDA (BRASIL™, 2002).

A magnitude do problema no inicio da década de noventa
se expressava em estimativas de ocorréncia de cerca de 7,5 milhdes de
casos e uma taxa de notificagdo de 74,6 por cem mil habitantes. Também
a mortalidade mundial estimada era de 48 por cem mil habitantes em
1990, sendo que 98% desses casos teriam ocorrido nos paises
subdesenvolvidos (RAVIGLIONE et al.'**, 1996). Em resposta a essa
situacdo, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considerou a
tuberculose como uma emergéncia global em 1993 e formulou a
estratégia que ficou conhecida como DOTS (Directly Observed Treatment
Short), que combina o tratamento de curta duracdo com medidas
politicas, organizacionais e de vigilancia (WHO'®, 1999).

Contudo, apesar dos progressos registrados e da eficacia
da estratégia adotada, dos 179 paises que notificaram casos de
tuberculose, apenas 46% estavam implementando a estratégia DOTS e
somente 27% dos casos notificados estavam sendo submetidos ao DOTS
(DYE et al.*®, 2002). Por esses motivos, em 2000 a Assembléia da OMS
convocou diversas instituicdbes para participar da acdo denominada
Parceria Global para Deter a Tuberculose (LEE et al.**, 2002).

Estima-se que cerca de 1,7 bilhées de individuos em todo
0 mundo estejam infectados por M. tuberculosis, correspondendo a 30%
da populacdo mundial. Nos paises desenvolvidos, cerca de quarenta mil
casos novos sdo descobertos a cada ano. Nos paises em
desenvolvimento, estima-se que ocorreram cerca de 2,8 milhdes de
mortes por tuberculose e 7,5 milhdes de casos novos (WHO'"®, 2002).

No Brasil, estima-se que, do total da populagéo, 35 a 45
milhdes de pessoas estdo infectadas por M. tuberculosis, com
aproximadamente cem mil casos novos por ano e quatro a cinco mil

mortes anualmente. O Brasil apresenta nUmero mais elevado de casos da
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América Latina (53,4 novos casos por cem mil habitantes), sendo o sexto
pais do mundo com maior incidéncia de tuberculose. A associacdo
(HIV/TB) constitui, nos dias atuais, um sério problema de saude publica,
podendo levar ao aumento da morbidade e mortalidade por tuberculose,
em muitos paises (BRASIL', 2002).

A mortalidade por tuberculose no Brasil comegou a cair
abruptamente a partir da década de cinqienta com o advento da
quimioterapia, tendo-se verificado a reducéo da velocidade de decréscimo
nas décadas seguintes. Nas capitais brasileiras este decréscimo foi de
61,4% entre 1970-1979, havendo um declinio médio de 10% ao ano, com
coeficientes de mortalidade mais elevados nas regides Norte e Nordeste.
Entre 1977 e 1987, o percentual de reducao foi de 51,7% ou seja, em
média 5,4% ao ano. A taxa de incidéncia sofreu reducao de 63,4 por cem
mil habitantes em 1981 para 48,2 por cem mil habitantes em 1990,
mantendo-se nesse patamar em 1999 (RUFFINO-NETTO’, 2002).

Mota et al.'®® (2003), em estudo descritivo da mortalidade
por tuberculose em Salvador nos anos de 1991, 1994 e 1997, revelaram
gue os riscos de morte por essa causa representaram cerca do dobro
daqueles verificados no Brasil no mesmo periodo, sendo que para alguns
distritos essa relacdo foi de cinco vezes. Os distritos que possuiam 0s
coeficientes mais elevados abrangeram areas situadas na periferia da
cidade, onde grande parte das familias habitava em condi¢cdes de vida
precarias, o que possivelmente tornou os individuos mais expostos e mais
susceptiveis a infec¢cdes como a tuberculose.

Estudos tém demonstrado tendéncia a transicao etaria da
incidéncia de tuberculose no Brasil de adultos para idosos (ANTUNES &
WALDMAN’, 1999; CHAIMOWICZ?, 2001; MOTA et al.'®, 2003). Esse
fato tem sido atribuido tanto a fatores demograficos relacionados ao
envelhecimento da populacdo, quanto a influéncia de programas de
controle e da infeccdo por HIV. Com o envelhecimento da populacéo,

individuos que tiveram primo-infec¢cdo nas primeiras décadas do século
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XX, na terceira idade podem voltar a ficar susceptiveis. Por apresentarem
quadros clinicos atipicos, esses individuos ndo séo facilmente
diagnosticados o0 que aumenta a mortalidade entre os idosos. Por outro
lado, na medida em que a transmisséo da tuberculose é reduzida, ocorre
diminuicdo no risco de infeccdo e ndo no de reativacdo de lesdes
anteriores 0 que também contribui para o desvio para as faixas etarias
mais elevadas (CHAIMOWICZ?®, 2001).

A progressdo da integracdo dos povos indigenas a
sociedade fez com que a incidéncia de tuberculose entre os indios seja
significativamente maior do que a encontrada na populacdo ndo indigena.
De fato, a populagdo indigena do Estado de Mato Grosso do Sul
contribuiu com cerca de 30% dos casos de tuberculose, sendo que a etnia
com maior incidéncia foi a dos Guarani-Kaiwa, moradores da regido sul do
Estado, com uma populagcédo estimada de vinte e dois mil e seiscentos
individuos e cento e sessenta casos por ano em média, 0 que significa
uma taxa de incidéncia anual de setecentos casos de tuberculose por
cem mil habitantes. As caracteristicas culturais dos indigenas exigem que
o tratamento da tuberculose nessas populacdes mereca cuidados
especiais, dado o risco elevado do abandono e, consequientemente, de
aumento das taxas de prevaléncia da doenca e de surgimento de casos
de tuberculose multirresistente (MARQUES & CUNHA®®, 2003).

Os casos novos de tuberculose por forma clinica
registrados pelo Centro de Vigilancia Epidemiolégica do Estado de Sé&o
Paulo no periodo de 2000 a 2005 (atualizados até marco de 2006) estao

representados no quadro a seguir:
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Quadro 1- Casos novos de tuberculose por forma clinica no periodo de
2000 a 2005 no Estado de Sé&o Paulo* (CENTRO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DO ESTADO DE SAO
PAULO?, 2005).

Ano | Pulmonar Pulmonar:) Pulmonar =xtra Meningea | Total
B. Neg. B. NR pulmonar

2005 8804 2862 2038 2880 245 16829
2004 8846 3096 2067 2981 229 17219
2003 8907 3046 2127 2990 272 17342
2002 9074 3049 2327 3029 275 17754
2001 9026 3128 2401 2930 238 17723
2000 9190 3461 2421 2870 243 18185

* dados atualizados até marco/2006
Pulmonar B. Neg.: Pulmonar com baciloscopia negativa.
Pulmonar B. NR: Pulmonar baciloscopia néo realizada.

O Brasil encontra-se entre 0os 22 paises que concentram
80% dos casos estimados no mundo. Em 2002 foram notificados 97.875
casos, sendo 81.034 casos novos. A maior taxa de incidéncia tem
ocorrido no estado do Rio de Janeiro, porém, em todas as unidades
federativas existem municipios, especialmente em areas metropolitanas e
periféricas das grandes cidades, em que a tuberculose tem taxas
altissimas. O género masculino tem sido o mais atingido na proporcao de
dois para um. Algumas populagdes como as indigenas, carcerarias e
sem-teto apresentam incidéncia muito maior que a populagdo geral
(HIJJAR®®, 2005).

No Rio de Janeiro, observa-se a maior taxa de mortalidade
(7,0/100 mil habitantes) e em Santa Catarina a menor (1,0/200 mil
habitantes). A associagdo com o HIV tem sido alta em muitos estados
como o Rio Grande do Sul, em torno de 30%, justificando a indicacao do
teste para deteccéo do HIV em todo paciente com tuberculose (HIJJAR®®,
2005).
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Souza et al.l®

(2005) analisaram a ocorréncia de
tuberculose em Olinda no estado de Pernambuco, entre os anos de 1996
e 2000. Os autores relataram uma elevada incidéncia de tuberculose
durante o periodo avaliado, com média de 111 casos por cem mil
habitantes. Observou-se a existéncia de familias com mais de um caso de

tuberculose e a presenca de casos de retratamento.

2.3 Controle da tuberculose

A prevencdao da tuberculose é realizada com a vacina BCG
(Bacilo de Calmette-Guérin), preparada a partir de uma cepa derivada do
Mycobacterium bovis atenuada. A vacina BCG confere poder protetor as
formas graves de tuberculose, decorrentes a primo-infeccdo. No Brasil, é
prioritariamente indicada para criancas de zero a quatro anos de idade,
sendo obrigatdria para menores de um ano, como dispde a portaria n°
452, de 06/12/1976, do Ministério da Saude (BRASIL', 2002).

A estratégia de controle da tuberculose tem sido elaborada
por programas governamentais. Estes consistem, basicamente, em
diagnosticar e tratar os casos de tuberculose o mais rapidamente
possivel, a fim de interromper a transmisséo e evitar a difusdo da doenca.

Embora o tratamento de curta duragao (seis meses) tenha
sido adotado desde 1979 e a supervisdo do mesmo tivesse ocorrido
localizadamente, apenas em 1998 com o Programa Nacional de Controle
da Tuberculose, € que a OMS considerou que o pais tinha aderido a
estratégia DOTS (WHO'"®, 2002). O objetivo do Programa Nacional de
Controle da Tuberculose (PNCT) é localizar no minimo 70% dos casos
estimados anualmente para tuberculose e curar no minimo 85% destes. O

PNCT é uma das prioridades do Ministério da Saude e conta, atualmente,
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com o maior investimento dos ultimos dez anos, sendo que até o ano de
2007 devero ser aplicados R$ 119,5 milhdes (BRASIL™, 2004).

A estratégia DOTS visa o aumento da adesdo dos
individuos ao tratamento, maior descoberta das fontes de infeccéo
(individuos pulmonares baciliferos), e o aumento da cura, reduzindo-se o
risco de transmissdo da doenca na comunidade, tendo como elemento
central o Tratamento Supervisionado (WHO®, 2003). Os cinco elementos
da estratégia DOTS sao:

a) compromisso politico com a implementacdo do programa de
controle da tuberculose;

b) deteccédo de casos, por meio de baciloscopia de escarro,
entre sintomaticos respiratérios da demanda dos servicos
gerais de saude;

c) tratamento padronizado, de curta duragdo, diretamente
observado e monitorado quanto a sua evolucao, para todos
0s casos com baciloscopia de escarro positiva;

d) provisdo regular de medicamentos tuberculostaticos;

e) sistema de informagdo que permita avaliar a detecgcéo de
casos, o resultado do tratamento de casos individuais e o
desempenho de programa.

O Tratamento Supervisionado deve ser priorizado para
todos os casos de tuberculose bacilifera. A supervisao da ingestdo dos
medicamentos deve ser realizada em local de escolha do individuo,
podendo ser administrada por um trabalhador da saude ou por um familiar
devidamente orientado para essa atividade (WHO', 2003). O
Tratamento Supervisionado apresenta 0s seguintes objetivos:

a) instituir tratamento supervisionado para todos 0s casos
com baciloscopia positiva;
b) aceitar tratamento auto-administrado para individuos com

baciloscopia negativa,
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c) realizar baciloscopias de controle;
d) realizar consultas de acompanhamento;

e) realizar visita domiciliar.

O agente etiolégico da tuberculose é o complexo
Mycobacterium tuberculosis. Esse complexo € constituido por M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti. Outras espécies de
micobactérias podem produzir quadro clinico semelhante a tuberculose,
sendo necessario para diagnostico diferencial a cultura e a identificacédo
das mesmas pelos laboratérios de referéncia. Esses microrganismos
podem sofrer mutacdes e desenvolver resisténcia ao regime de
medicacdo com um unico antimicrobiano. Em funcéo disso, o tratamento
de escolha baseia-se na terapia com multiplos agentes antimicrobianos
(BRASIL', 2002).

O tratamento da tuberculose consiste em uma associacao
de farmacos, geralmente isoniazida (INH), rifampicina (RMP) e
pirazinamida (PZA), durante dois meses, seguida por quatro meses com
INH e RMP indicado para o tratamento de todas as formas de tuberculose
pulmonar e extrapulmonar. Para casos de recidiva ap0s cura ou retorno
apos abandono o tratamento indicado consiste no acréscimo de etambutol
ao Esquema Basico. Os Esquemas Il e Il correspondem a associacao
indicada para tratamento de tuberculose meningoencefalica e casos de

faléncia do Esquema Bésico (Quadro 2) (BRASIL, 2002).
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Quadro 2- AssociacBes de agentes antimicrobianos e periodo de tempo
utilizados para tratamento da tuberculose (BRASIL, 2002).

Esquema
Fases do Esquema o
o Béasico + Esquema ll Esquemal lll
Tratamento Béasico
Etambutol
12 Fase Rifampicina Rifampicina Rifampicina Estreptomicina
Isoniazida Isoniazida Isoniazida Pirazinamida
Pirazinamida | Pirazinamida | Pirazinamida Etambutol
Etambutol Etionamida
Duracéo 2 meses 2 meses 2 meses 3 meses
22 Fase Rifampicina Rifampicina Rifampicina Etambutol
Isoniazida Isoniazida Isoniazida Etionamida
Etambutol
Duracéao 4 meses 4 meses 7 meses 9 meses
Periodo
6 meses 6 meses 9 meses 12 meses
Total

A isoniazida ou hidrazida do acido isonicotinico (INH) € o
mais antigo farmaco sintético efetivo contra tuberculose e um dos
principais quimioterapicos de primeira linha no tratamento da doenca,
sendo reconhecida, ja em 1952, como potente agente contra M.
tuberculosis. A concentragéo inibitéria minima (CIM) € muito baixa, o que
contribui para sua eficacia (0,02-0,05 ug/mL) (MIDDLEBROOK!®, 1952).
O mecanismo de acdo da isoniazida, assim como o que confere
resisténcia é complexo e ainda pouco esclarecido. Evidéncias sugerem
que esse farmaco inibe a biossintese dos acidos micélicos que compdem
a parede celular, tornando a bactéria susceptivel aos radicais de oxigénio
e a outros fatores do meio (ROSSETTI et al.**°, 2002).

A rifampicina (RMP), derivado semi-sintético da rifamicina,

é extremamamente efetiva contra M. tuberculosis, com CIM de 0,1 ug/mL
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a 0,2 pug/mL, e possui atividade bactericida rapida, eliminando bactérias
persistentes. A rifampicina liga-se a subunidade B da RNA polimerase
inibindo a transcricdo (ROSSETTI et al.™*®, 2002).

A pirazinamida (PZA) é um analogo estrutural da
nicotinamida e tem sido usada no esquema primario de tratamento contra
tuberculose, juntamente com INH e RMP, nos udltimos cinqienta anos. A
adicado desse farmaco no esquema de tratamento fez com que este fosse
reduzido de nove para seis meses (SCORPIO et al.'*®, 1997). A PZA
apresenta alta atividade em meios acidos (pH=5,5), 0 que favorece sua
efetividade nos focos inflamatérios de tuberculose, em que geralmente se
encontram os bacilos (HEWLETT et al.®® 1995). A atividade da
pirazinamida € altamente especifica contra M. tuberculosis, apresentando
pouco ou nenhum efeito em outras micobactérias (KONNO et al.?®, 1959).

O etambutol (EMB) denominado quimicamente de dextro-
etilenodiimino-di-1-butanol-dihidroclorido, € amplamente empregado no
esquema primario de tratamento da tuberculose. Seu mecanismo de a¢ao
esta relacionado a inibicdo da incorporacédo do &cido micdlico, essencial
para a formacao da parede micobacteriana (SOINI & MUSSER*®?, 2001).

A estreptomicina (SM) € um antibiético aminociclitol
glicosidico que interfere na sintese protéica inibindo a traducdo de RNA
mensageiro, tanto em seu inicio como na incorporacdo de novos
aminoacidos na cadeia polipeptidica. A CIM para as cepas sensiveis
oscila em torno de 8 ug/mL. O mecanismo de resisténcia bacteriana mais
frequente é a expressdo de enzimas modificantes de aminoglicosideos
adquiridos por meio de plasmideos ou transposons (COLL?8, 2003).

Atualmente, o Brasil apresenta 73% de indice de cura dos
casos tratados e cerca de 12% de abandono do tratamento (BRASIL —
MINISTERIO DA SAUDE™, 2004). A maioria dos individuos submetidos
ao tratamento de tuberculose consegue completar o tempo recomendado
sem reacles adversas relevantes ao uso dos farmacos antituberculose.

Todavia, os maiores determinantes dessas reagfes se referem a dose,
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horarios de administracdo da medicacdo, idade do individuo, estado
nutricional, alcoolismo, condigbes da fungdo hepética e renal e co-
infeccdo por HIV (BRASIL™, 2002).

De acordo com a Fundac&o Nacional de Saude (BRASILY,
2002) as reacdes adversas estao representadas, de forma esquematica,
no Quadro 3, conforme a classificagédo: efeitos menores e efeitos maiores.
Os efeitos menores ocorrem entre 5% a 20% dos casos, e sd0 assim
classificados, porque ndo implicam em modificacdo imediata do esquema
padronizado; os efeitos maiores sédo aqueles que implicam interrupcao, ou
alteracdo do tratamento e sao menos freqientes, ocorrendo em torno de

2%, podendo chegar a 8%.
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Quadro 3- Reacbes adversas decorrentes do uso de farmacos
antituberculose (BRASIL', 2002).

Efeitos Menores Efeitos Maiores
Efeito Farmaco Efeito Farmaco
Irritac@o géstrica RMP
Epigastralgia e dor INH Exantemas SM
abdominal PZA
. . PZA . .
Artralgia ou artrite INH Hipoacusia SM
_ o INH Psicose, crise_ copv_ulsiva,
Neuropatia periférica EMB encefalopatia toxica e INH
coma
Cefaléia
Mudanca de INH Neurite 6tica T:I'\\I/II—?
comportamento
Suor e urina cor de laranja RMP Hepatotoxicidade ;I',odos 0S
armacos
Trombocitopenia,
Prurido cutineo INH Ieucope_nia, eosi'n_ofilia, RMP
RMP anemia hemolitica, INH
agranulocitose, vasculite
Hiperuricemia PZA Nefrite intersticial RMP
EMB
RMP Rab'domi(")lis,e. com
Febre INH mioglobinudria e PZA
insuficiéncia renal

INH: isoniazida; RMP: rifampicina; PZA:. pirazinamida; EMB: etambutol; SM:
estreptomicina.

Situagcdes como monoterapia, prescricdo impropria dessa
associacdo ou falta de colaboracédo do paciente para o uso do esquema
terapéutico podem levar ao surgimento de linhagens de M. tuberculosis
resistentes a um ou mais farmacos (ROSSETTI et al."*®, 2002).

O aumento do numero de linhagens multirresistentes
(resistentes a, pelo menos, rifampicina e isoniazida) tem causado
preocupacao, pois contribui para aumentar a propor¢cdo de mortes por

tuberculose, estando frequentemente associada a infeccdo por HIV. A
presenca de linhagens multirresistentes reflete deficiéncias no controle da
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tuberculose, o que dificulta o tratamento e a prevencdo da doenca,
causando a sua difusdo (ROSSETTI et al.'*, 2002).

As micobactérias sdo caracterizadas por um envelope
celular altamente hidrofiico que atua como uma barreira de
permeabilidade para muitos componentes e que possui um efluxo de
farmacos bem desenvolvido. As micobactérias também produzem
enzimas hidroliticas ou farmaco-modificadoras como B-lactamases e
aminoglicosideo acetil transferases, que explicam a resisténcia natural de
muitas espécies de micobactérias aos antibidticos freqientemente
empregados (DAVID®, 1981; COLE et al.?®, 1998).

Andlises genéticas e moleculares de bacilos resistentes
sugerem que a resisténcia € usualmente adquirida por alteragdes no alvo
do farmaco como consequéncia de muta¢cdes no gene que codifica esse
alvo. Durante a exposicdo de M. tuberculosis ao farmaco, existe uma
pressao seletiva para mutantes resistentes. As linhagens multirresistentes
surgem apos uma sequéncia de mutacdes nos diferentes genes

envolvidos com cada um dos farmacos (ZHANG et al.*®°, 1992).

2.4 Microrganismos superinfectantes na cavidade bucal

A cavidade bucal humana é naturalmente habitada por
inUmeros microrganismos. As bactérias possuem caracteristicas que
permitem sua coloniza¢do ndo so nas superficies dentarias como também
no sulco gengival, na mucosa jugal e na lingua. Em geral esses
microrganismos vivem em harmonia com o hospedeiro, porém em
algumas circunstancias, tem potencial para causar doengas como cérie e
doenca periodontal (MOORE & MOORE®®®, 1994).
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Antibioticoterapia prolongada pode causar 0
desenvolvimento de superinfec¢des, inclusive na cavidade bucal (SLOTS
et al.’®, 1990; HELOVUO et al.?®®, 1993). Superinfeccbes sdo novas
infeccbes que dificultam o tratamento de um processo infeccioso ja
existente, geralmente ocorrendo devido a uma complicacdo da terapia
antimicrobiana, que altera a microbiota comensal e causa crescimento de
microrganismos residentes potencialmente patogénicos ou patdgenos
oportunistas (VAN WINKELHOFF et al.'”®, 1996). Enterobactérias,
estafilococos e leveduras sdo considerados  microrganismos
superinfectantes e podem ser encontrados na saliva, nas mucosas bucais,
no biofime supragengival e nas bolsas periodontais (RAMS et al.**?,
1990; SLOTS et al.*®*,1990). Sua ocorréncia na cavidade bucal tem sido
associada a antibioticoterapia prolongada, resposta imune deficiente e
higiene bucal inadequada (HELOVUO et al.®®, 1993; SLOTS et al.'*°
1991).

A ocorréncia de Candida spp. pode ser observada na
cavidade bucal, sendo considerados fungos comensais. C. albicans é a
espécie predominante na microbiota bucal, constituindo 60 a 70% do total
de isolamento, seguida por C. tropicalis e C. glabrata (STENDERUP et
al.'®®, 1990; JORGE et al.”?, 1997; GRIMOUD et al.*?, 2003; RIBEIRO™®,
2003; ZOLLNER & JORGE™’, 2003). Entretanto, em determinados
individuos e em situacfes especificas, podem transformar-se na forma
parasitaria (SAMARANAYAKE & MACFARLANE®®, 1990), produzindo
candidoses bucais (HOLMSTRUP & AXELL®®, 1990).

Alteracbes nas células de defesa do hospedeiro, na
fisiologia destas ou na microbiota normal sdo fatores que usualmente
precedem a colonizacéo, infeccdo e doencas produzidas por leveduras do
género Candida. A severidade da doenca depende das alteracdes
apresentadas pelo hospedeiro, assim como das propriedades patogénicas
exibidas pelo microrganismo, sendo que o grau de debilidade do

hospedeiro deve ser consideravel para permitir a invasdo desses
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microrganismos, considerados sapréfitas. As razdes pelas quais
individuos saudaveis sao colonizados por Candida spp. ainda séo
desconhecidas. Fatores nutricionais, interagdo com bactérias da
microbiota e presenca de anticorpos na saliva parecem influenciar a
incidéncia desses fungos na cavidade bucal (STENDERUP*®, 1990).

Jorge et al.”? (1997) analisaram a presenca de espécies do
género Candida na saliva de individuos normais, comparando-a com
individuos que apresentavam diferentes fatores predisponentes, entre
eles, presenca de proteses, aparelhos ortodonticos, individuos
diagnosticados com periodontite cronica e respiradores bucais. Os
resultados demonstraram maior porcentagem de individuos positivos para
Candida nos grupos com fatores predisponentes (73,80%) em relacao aos
controles (38,42%). Houve predominancia de C. albicans em ambos o0s
grupos, entretanto foi observada uma maior variedade de espécies
isoladas dos individuos com fatores predisponentes.

Deficiéncias nutricionais tém sido relacionadas com o
desenvolvimento de infec¢cdes por Candida. Essa relacdo foi observada
em um estudo onde a prevaléncia de espécies do género Candida foi
avaliada entre criancas saudaveis e criangas HIV-positivas nos Estados
Unidos e um grupo de criangas com deficiéncias nutricionais na Nigéria. A
freqiéncia destes fungos assim como a variedade de espécies
usualmente menos isoladas e menos patogénicas foi consideravelmente
maior na populacao nigeriana (JABRA-RIZK et al.”®, 2001).

Nas Ultimas décadas, a associacdo entre valores de
UFC/mL de Candida e algumas patologias da cavidade bucal tem sido
investigada. Considerando-se que o0 agente etiologico Candida é
usualmente encontrado na maioria das formas de candidoses e em
algumas condi¢cées menos comuns, deve-se ressaltar a prevaléncia de C.
albicans e todas as espécies deste género, como microrganismos que,
em pequeno numero, compdem o trato digestivo e regides mucocutaneas

normais e alteradas do ser humano. Alteracdes na microbiota bucal
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ocorrem em individuos xerostdbmicos. A xerostomia decorrente do
tratamento com radioterapia pode interferir no equilibrio ecoldgico da
microbiota bucal, favorecendo o aparecimento de infeccbes e maior
proliferacdo de microrganismos. Individuos portadores de carcinoma
espinocelular na regido de orofaringe submetidos a tratamento
radioterapico, apresentaram aumento de Candida spp., o qual pode
persistir por varios meses, propiciando maior susceptibilidade a candidose
(SPOLIDORIO et al.*®*, 2001).

A infeccdo por Candida € a manifestacdo bucal mais
comum em infeccdo por HIV e é reconhecida como importante marcador
da doenca e sua progressdo. A candidose bucal desenvolve-se em 90 a
95% dos individuos HIV-positivos sintomaticos e a prevaléncia esta
relacionada com a severidade da disfuncdo imunolégica. A candidose
bucal pode ocorrer em estagios precoces da doenca quando as células
CD, podem estar baixas (400 a 700 cel/mm?) e a freqiiéncia da candidose
bucal aumenta quando essa taxa apresenta-se inferior a 300 cel/mm?
(GREENSPAN®!, 1994). Figueiredo et al.** (2001) relataram a ocorréncia
de Candida spp. em 70,97% dos individuos HIV-positivos analisados, nos
quais a média de células CD, foi de 291,61 cel/mm?®. C. albicans foi a
espécie mais encontrada, representando 69,9% dos isolados.

Considerando-se que a presenca de fungos na saliva nao
estd, necessariamente, baseada em fatores patoldgicos, e que esta
incidéncia na cavidade bucal é relacionada com balan¢co homeostatico,

Moreira et al.l®®

(2001) avaliaram a frequéncia de Candida spp. na
cavidade bucal de criancas saudaveis entre seis e oito anos de idade de
diferentes categorias econémicas em Piracicaba, S&o Paulo, e a relacao
com parametros salivares. Os resultados demonstraram a presenca de
Candida spp. em 47,3% das amostras, sendo C. albicans a espécie mais
comumente isolada em todas as categorias socio-econdémicas, seguida

por C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis. Neste estudo nao foi
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observada correlacdo entre velocidade do fluxo salivar, capacidade
tampé&o da saliva e Candida spp.

Darwazeh et al.®®

(2002) relataram associagdo entre as
condicbes de higiene bucal e a colonizacdo da cavidade bucal por
leveduras do género Candida. A prevaléncia de Candida spp. foi mais
elevada nos individuos que nao apresentaram habitos regulares de
higiene bucal quando comparados aos que apresentaram (72% e 45,5%,
respectivamente).

A presenca de leveduras do género Candida em individuos
receptores de transplante cardiaco ortotépico que n&o apresentavam
evidéncia clinica de candidose bucal e individuos controle foi avaliada por
Ribeiro'® (2003). Observou-se uma maior proporcdo destes
microrganismos ha cavidade bucal dos transplantados cardiacos
analisados (88%) quando comparado ao grupo controle (56%). Neste
estudo, Candida albicans foi a espécie mais prevalente em ambos 0s
grupos, sendo isoladas também cepas de C. glabrata, C. tropicalis e C.
stellatoidea.

Fatores de risco para colonizacdo da cavidade bucal por
espécies de Candida foram avaliados em individuos que permaneceram
em instituicBes geriatricas por periodos prolongados por Grimoud et al.>?
(2003). Verificou-se a presenca de Candida spp. em 67,3% dos individuos
avaliados, sendo que 42,7% destes apresentaram candidose relacionada
com o uso de préteses totais em 55,6% dos casos. C. albicans foi a
espécie mais frequentemente isolada (73%) seguida por C. glabrata
(24%). Dentre os fatores de risco avaliados observou-se uma relacéo
entre o uso de proteses totais e a colonizacdo da cavidade bucal por
Candida spp., e entre 0 numero de Candida spp. e o desenvolvimento de
candidose. Por outro lado, quatro fatores avaliados ndo apresentaram
relacdo com o desenvolvimento de candidose entre eles: uso de proteses
totais, dependéncia fisica do individuo, condi¢cdes de higiene bucal e

xerostomia.



Zollner & Jorge®®’

(2003) avaliaram a presenca de
leveduras do género Candida na cavidade bucal de lactentes em
aleitamento materno predominante e de suas maes, assim como ha
cavidade bucal de lactentes em aleitamento artificial e em mulheres na
auséncia de lactacdo. Espécies de Candida foram detectadas a partir de
um numero significativamente menor de criangas em aleitamento natural
predominante (34,5%) que de criangas em aleitamento artificial (66,7%).
C. albicans foi a espécie mais prevalente tanto em criancas em
aleitamento natural como em aleitamento artificial (57,9% e 46,1%,
respectivamente), seguida por C. parapsilosis (26,3% e 23,1%) e C.
tropicalis (10,5% e 19,2%).

A prevaléncia de Candida spp. na cavidade bucal de
criancas tratadas com corticosterdides inalados foi avaliada no estudo de

Komiyama et al.®®

(2004). Foram encontradas leveduras do género
Candida em 43,33% dos individuos usuérios de corticosteréides e em
30% dos individuos do grupo controle. C. albicans foi a espécie mais
prevalente em ambos o0s grupos, seguida por C. guilliermondii, C.
parapsilosis e C. stellatoidea. Neste estudo ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas na presenca e na quantidade de
leveduras do género Candida na cavidade bucal de criangas tratadas com
corticosterdides inalados.

Monroy et al.'®

(2005) avaliaram a presenca de C.
albicans e Staphylococcus aureus na cavidade bucal de 105 individuos
portadores de proteses dentais na presenca ou auséncia de estomatite
protética e a relagdo com fatores sistémicos. A colonizacdo bucal por C.
albicans e por S. aureus foi observada em 51,4% e em 52,4% dos
individuos analisados, respectivamente. Observou-se ainda uma
associacdo entre presenca de C. albicans e S. aureus em 39 dos
cinqlenta individuos com estomatite protética. Entretanto a elevada

prevaléncia de diabetes mellitus (21,9%) e hipertensdo arterial (17,1%)
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ndo demonstraram correlacao estatistica com a colonizacao bucal por C.
albicans e S. aureus.

Fatores predisponentes para a colonizagdo bucal por
leveduras do género Candida em 128 individuos com diabetes mellitus
tipo 1l e em 84 individuos sistemicamente saudaveis foram avaliados por
Belazi et al.*® (2005). Candida spp. foi isolada da cavidade bucal de 64%
dos individuos com diabetes mellitus, em contraste com 40% dos
individuos do grupo controle, sendo que C. albicans foi a espécie mais
prevalente em ambos os grupos. Os autores relataram que a colonizacéo
por Candida spp. foi significativamente maior nos individuos com diabetes
mellitus quando comparada aos individuos controle. Entretanto outros
fatores como xerostomia, préteses, idade, género e controle glicémico ndo
foram diretamente associados com a colonizacdo por Candida spp. na
cavidade bucal na presenca de diabetes.

Microrganismos como pseudomonas, bacilos entéricos e
estafilococos ndo sdo usualmente encontrados na cavidade bucal.
Quando presentes encontram-se em nameros reduzidos e sdao
considerados como parte da microbiota transitéria. Entretanto, a
administragdo  sistémica  prolongada de  antimicrobianos ou
Imunossupressao podem promover um aumento desses microrganismos
(SLOTS et al.'**, 1988; DAHLEN & WIKSTROM*, 1995). Essas infeccdes
sdo referidas como infeccdes oportunistas (KLASTERSKY®, 1985).

As Dbactérias das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae sao exaustivamente estudadas pela area médica,
sendo conhecida sua patogenicidade no organismo humano, porém, na
cavidade bucal, estas bactérias ndo eram consideradas patogénicas.
Entretanto, a presenca destas bactérias na cavidade bucal pode servir
como reservatério, podendo comprometer gravemente a vida de
individuos debilitados (PETERSON et al.*?®, 1990; SLOTS et al.'*3, 1990;
SLOTS et al.'®, 1991). Embora os microrganismos das familias

Enterobacteriaceae e do género Pseudomonas ndo pertencam a
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microbiota bucal residente, Santos & Jorge'*®

(1998) em amostragem
aleatéria e heterogénea, encontraram elevada prevaléncia (51%) destes
microrganismos na cavidade bucal de individuos da regido do Vale do
Paraiba.

Pannuti et al.'?*

(2001) avaliaram a prevaléncia de
enterobactérias, estafilococos e leveduras do género Candida no biofilme
supragengival de individuos portadores de paralisia cerebral
institucionalizados. Enterobactérias foram encontradas em 33,3% dos
individuos, sendo a espécie mais freqlentemente isolada Serratia
marcescens, seguida de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Citrobacter freundii e Serratia liquefascens. Estafilococos e leveduras
foram isolados de 13,3% e 26% dos individuos, respectivamente. Os
autores sugeriram que a presenca desses microrganismos foi transitéria,
nao representando superinfeccao.

Santos et al.'* (2002) relataram a prevaléncia de
Enterobacteriaceae e bactérias do género Pseudomonas na cavidade
bucal de 43,18% de individuos diagnosticados com periodontite crénica,
sendo a espécie Enterobacter cloacae a mais prevalente. Neste estudo
nao houve correlacdo entre a presenca destes microrganismos e faixa
etaria, habito de fumar e doencas sistémicas.

Martins et al.%’

(2002) estudaram a prevaléncia de Candida
spp. e Staphylococcus spp. coagulase positiva na cavidade bucal de 68
individuos.  Candida spp. foi isolada de 61,76% dos individuos
examinados, sendo C. albicans a espécie mais freqlentemente isolada.
Foi observada a presenca de Staphylococcus spp. na cavidade bucal de
95,60% dos individuos, sendo 63% das amostras coagulase negativas.
Entre as amostras coagulase positivas S. hyicus foi a espécie mais
prevalente (17,0%), seguida de S. aureus (13,9%) e S. schleiferi (6,1%).
N&o foi observada correlacdo entre as contagens de Candida spp. e

Staphylococcus spp. nos indiviudos deste estudo.
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A presenca de Staphylococcus spp. na cavidade bucal e
bolsa periodontal de individuos diagnosticados com periodontite crbénica
foi avaliada por Loberto et al.®® (2004). A prevaléncia destes
microrganismos foi de 61,36% na cavidade bucal e 37,5% em bolsa
periodontal dos individuos estudados, sendo que 27,27% apresentaram o
microrganismo em ambos o0s sitios. S. epidermidis foi a espécie mais
prevalente tanto na cavidade bucal como na bolsa periodontal. N&o foram
observadas diferencas estatisticamente significativas com relacdo a
presenca do microrganismo entre as faixas etarias, habito de fumar e

aumento da profundidade de sondagem.

2.5 Microrganismos superinfectantes e doenca periodontal

O desenvolvimento da doenca periodontal envolve
destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes. Essa destruicdo pode
ocorrer por agao direta dos produtos bacterianos ou por acao indireta, em
que reacdes destrutivas sdo mediadas por células do hospedeiro,
induzidas por bactérias presentes no ambiente subgengival (AMERICAN
ACADEMY OF PERIODONTOLOGY?®, 1999).

Entre as diversas espécies que habitam a cavidade bucal,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Tannerella forsythensis,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Veillonella parvula, Treponema denticola, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus sdo consideradas
verdadeiros patdégenos periodontais por estarem envolvidas diretamente
com o inicio e progressdo da doenca periodontal (HAFFAJEE &
SOCRANSKY®, 1994; DARVEAU et al.*®, 1997; SOCRANSKY &
HAFFAJEE®, 2002).
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Além da diversidade de espécies bacterianas, a
severidade a doenca periodontal varia amplamente entre os individuos
afetados em decorréncia da resposta inflamatéria e imunoldgica que se
estabelece em resposta a antigenos periodontopatogénicos, que pode
levar a alteracfes patoldgicas nos tecidos do hospedeiro. Assim sendo, a
doenca periodontal tem sido descrita como uma doenga de natureza
multifatorial, resultado de uma interacdo complexa entre microrganismos
patogénicos e defesa do hospedeiro, cujo desenvolvimento pode ser
modificado por fatores locais como, por exemplo, fumo, doencas
sistémicas ou fatores genéticos (KINANE & LAPPIN’®, 2001). Além disso,
supercrescimento de espécies oportunistas em relacdo aos
periodontopatégenos também foram relacionados com a severidade da
doenca periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE™®, 1992).

Tem crescido o interesse em espécies bacterianas néo
comumente encontradas no biofilme subgengival, como indicadores ou
contribuintes potenciais para a patogénese da doenca periodontal
(HAFFAJEE & SOCRANSCRY>®, 1994). Bacilos entéricos, pseudomonas,
estafilococos, estreptococos beta-hemoliticos e leveduras tem sido
descritos como microrganismos superinfectantes em periodontites
(SLOTS et al.™®°, 1988; RAMS et al.’** 1990; RAMS & SLOTS™?, 1991;
FLYNN & SLOTS*, 1993; VAN WINKELHOFF et al."’”®, 1996; PANNUTI
et al.’?!, 2001; ADDY & MARTIN?, 2003).

Superinfecgbes podem envolver microrganismos
enddgenos ou exdgenos. Estes microrganismos comumente ocorrem em
combinacdo com os patogenos periodontais. Ainda ndo esta esclarecido
se estes microrganismos estdo envolvidos no inicio do desenvolvimento
ou na progressdo da doenca periodontal. Baseado no potencial
patogénico dos microrganismos superinfectantes em infecgdes sistémicas
parece plausivel a possibilidade destes em contribuir para a progressao
da doenca periodontal (VAN WINKELHOFF et al.}’®, 1996).
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Enterobactérias e pseudomonas apresentam potencial
patogénico significativo que, associado a proporcdo elevada destes
microrganismos na area subgengival, podem implicar em fracasso da
terapia periodontal e recidiva da doenca. A terapia periodontal mecanica
por si s6 ndo consegue eliminar bacilos entéricos e pseudomonas de
lesbes periodontais avancadas, sendo necessaria a associacdo de
agentes antimicrobianos para o tratamento das infecgbes periodontais
envolvendo estes microrganismos (SLOTS et al.****, 1990).

A ocorréncia de bacilos entéricos, leveduras e
estafilococos foi avaliada em individuos com periodontite crbnica por
Rams et al.'® (1990). Os individuos foram tratados com terapia
periodontal mecanica associada a doxiciclina sistémica, sendo
administradas 200 mg no primeiro dia e 100 mg/dia por um periodo de
vinte dias. Inicialmente nimeros reduzidos desses microrganismos foram
detectados subgengivalmente. Entretanto, apds a terapia antibittica
ocorreu aumento significativo de Enterobacter aerogenes, Escherichia
coli, Candida albicans e Staphylococcus spp. Dessa forma, obsevou-se
gue a terapia com doxiciclina sistémica pode resultar em, pelo menos,
supercrescimento temporario de bacilos entéricos, leveduras e
estafilococos, indicando o risco do uso frequente de tetraciclinas no
tratamento periodontal.

Helovuo et al.®®

(1993) relataram que a administracéo
sistémica de penicilina e eritromicina para tratamento de infec¢gbes do
trato respiratorio em individuos com doenca periodontal pré-existente
resultou em superinfeccéo por bacilos entéricos, estafilococos coagulase-
positivos e leveduras. Nesse estudo a superinfeccdo foi caracterizada
pela ocorréncia de abscessos periodontais agudos em 42% dos
individuos submetidos a tratamento com penicilina sistémica na auséncia
de terapia periodontal.

A presenca de  enterobactérias, pseudomonas

estafilococos e leveduras foi detectada mais frequentemente e em
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propor¢cdes mais elevadas em sitios periodontais de individuos fumantes
do que em né&o-fumantes. Consequentemente, acredita-se que o fumo,
por causar modificagdes locais e sistémicas na resisténcia do hospedeiro
e alteracbes no nicho ecolégico, favorece a proliferacdo de
microrganismos anaerébios e oportunistas, predispondo a progressao da
doenca periodontal (KAMMA et al.”®, 1999).

Barbosa et al.? (2001) avaliaram a ocorréncia subgengival
de bacilos entéricos e pseudomonas em individuos com doenca
periodontal, sendo isoladas trinta cepas desses microrganismos em
31,2% dos individuos analisados. As espécies mais freqlientemente
isoladas foram P. aeruginosa e S. marcescens. Os autores sugeriram que
a eliminacédo desses patdgenos oportunistas pode ser importante para a
resolucdo dos processos infecciosos periodontais. Além disso, a elevada
porcentagem de individuos colonizados por estes microrganismos,
resistentes aos agentes antimicrobianos mais comumente empregados
como amoxicilina/acido clavuléanico e doxiciclina, indica a necessidade da
deteccdo microbiolégica dessas cepas e da realizacdo de testes de
susceptibilidade previamente a terapia antibidtica.

Hannula et al.®’

(2001) estudaram a possivel relagdo entre
a presengca subgengival de C. albicans e coexisténcia de
periodontopatégenos. Actinobacillus actinomycetemcomitans  foi
detectado em proporcdes significativamente elevadas em individuos
positivos para C. albicans, enquanto P. gingivalis foi isolado menos
freqientemente, quando comparado com individuos negativos para C.
albicans. Entretanto, os autores nao excluiram a possibilidade de outros
microrganismos serem importantes determinantes da colonizacdo e
persisténcia subgengival de C. albicans.

Martins et al.®® (2002) correlacionaram a ocorréncia de
leveduras do género Candida na cavidade bucal e em bolsas
periodontais. Observou-se que 31,82% dos individuos com periodontite

cronica avaliados apresentaram estes microrganismos na cavidade bucal



41

e 7,96% em bolsas periodontais, sendo que 6,82% apresentaram
leveduras tanto na cavidade bucal quanto na bolsa periodontal. C.
albicans foi a espécie mais frequentemente encontrada, compreendendo
83,34% e 85,72% dos isolados a partir de enxague bucal e bolsa
periodontal, respectivamente.

Staphylococcus tem sido recuperados de abscessos
periodontais agudos em individuos imunocomprometidos e de infec¢des
periodontais apoOs terapia com antibiotico sistémico. Um significante
aumento subgengival de S. aureus foi observado em individuos com
periodontite submetidos a terapia com penicilina sistémica, incluindo
cepas resistentes ao antibiético (HELOVUO et al.®®, 1993).

Estafilococos tém sido isolados tanto de sitios
subgengivais de individuos diagnosticados com periodontite quanto de
sitios periodontalmente saudaveis, o que ndo permite esclarecer a
existéncia de uma relacdo causal entre estes microrganismos e doenca
periodontal crénica. Murdoch et al.*** (2004) relataram a presenca de
estafilococos em 54% de sitios subgengivais com doenca periodontal e
em 43% de sitios subgengivais periodontalmente saudaveis de individuos
com doenca periodontal, e em 29% de sitios sem doenca periodontal de
individuos controle. Os autores consideraram que a ocorréncia
subgengival destes microrganismos pode atuar como um reservatorio
para infec¢des sistémicas em sitios com atividade de doenca periodontal.

Um importante mecanismo de resisténcia bacteriana frente
as penicilinas é a producédo de B-lactamases. Dessa forma, a producéo
desta enzima por microrganismos na area subgengival resultam em
faléncia da terapia com antibidticos B-lactdmicos comumente utilizados e
recorréncia da doencga. Staphylococcus spp. produtores de B-lactamases
foram detectados em individuos que apresentavam sitios com doenca
periodontal refrataria (HANDAL et al.>®, 2004).

Existem evidéncias de que o uso prolongado de antibioticos

e fatores relacionados ao hospedeiro, como imunossupressao, podem
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estar relacionados com alterac6es da microbiota bucal normal e possivel
aumento na ocorréncia de microrganismos oportunistas. Neste contexto,
justifica-se a elaboragédo do presente estudo para avaliar se a terapia
antibiotica prolongada utilizada no tratamento da tuberculose pode
favorecer a colonizacdo da cavidade bucal e da area subgengival desses
individuos por Staphylococcus spp., Pseudomonas, bacilos entéricos e
leveduras do género Candida.

2.6 Género Candida

O género Candida pertence a classe Deuteromycetes,
familia Cryptococcaceae, que inclui as principais leveduras patogénicas
para o homem, sub-familia Candidoideae. S&o classificadas como fungos
imperfeitos por ndo apresentarem ciclo sexual (SAMARANAYAKE &
MACFARLANE®, 1990; WEBB et al.}’®, 1998; KOGA-ITO et al.®?, 2006).

Dentro deste género as espécies sdo caracterizadas
primariamente pela morfologia das colbnias, utilizacdo de carbono e
fermentacdo. As principais espécies de Candida consideradas
importantes patdogenos humanos sdo: C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. guilliermondi, C. krusei e C.
kefyr (CANNON et al.®, 1995). Em 1997 foi descrita uma nova espécie
capaz de causar infeccdo em humanos, até entdo ndo diferenciada de C.
albicans, isolada da cavidade bucal de individuos portadores de HIV, que
recebeu a denominacéo de C. dubliniensis (GILFILLAN et al.*®, 1998).

As leveduras do género Candida sao organismos
eucarioticos, unicelulares que se multiplicam por brotamento, produzem
hifas septadas e pseudohifas. Hifas verdadeiras sdo produzidas por

algumas espécies de Candida, como C. tropicalis, em certas



circunstancias, entretanto séo principalmente associadas com C. albicans
(WEBB et al.'”®, 1998).

Em meio sélido com pH entre 2,5 e 7,5, temperatura entre
20 e 38°C e em condicdes de aerobiose, as colénias de leveduras do
género Candida variam quanto a cor, sendo geralmente brancas a creme
ou ligeiramente acinzentadas ou roseas. A textura pode ser cremosa ou
membranosa, com superficies lisas, rugosas ou sulcadas, brilhante ou
opaca. De modo geral as formas das colonias sdo circulares e as bordas
ou margens, regulares ou irregulares. O crescimento é usualmente
detectado ente 48 a 72 horas. A habilidade de crescimento a 37°C € uma
caracteristica importante a ser considerada na identificagdo a partir de
amostras clinicas, sendo que, as espécies mais patogénicas, tém seu
crescimento entre 25°C a 37°C, enquanto que espécies saprofitas
geralmente apresentam crescimento enfraquecido em temperaturas mais
elevadas (WEBB et al.'’™®, 1998).

Sabe-se que a ocorréncia de Candida spp. pode ser
observada na microbiota normal humana. C. albicans, C. tropicalis, C.
kefyr, C. glabrata e C. parapsilosis entre outras espécies, podem ser
isoladas das superficies mucosas sadias da cavidade bucal, vagina, trato
gastrintestinal e regido retal. Até 80% dos individuos podem exibir
colonizacéo desses locais na auséncia de doenca. Quando estes fungos
tornam-se patogénicos, ao se aproveitarem da condicdo debilitada do
hospedeiro, sdo usualmente denominados fungos oportunistas. Nestas
circunstancias podem produzir invasdao da corrente sanglinea,
tromboflebite, endocardite, infec¢des oculares e de praticamente qualquer
6rgdo ou tecido quando introduzida por via intravenosa (CAPOOR et al.?,
2005; LAUPLAND et al.*°, 2005; BASSETTI et al.?, 2006).

Relata-se que, em geral, cada individuo é portador de
apenas uma unica espécie de Candida em diferentes partes do organismo
por periodos prolongados. Entretanto, alguns individuos podem

apresentar mais de uma espécie ou cepa simultaneamente, sendo esse



fato mais comum em individuos hospitalizados ou imunocomprometidos
(McCULLOUGH et al.*®*, 1996).

A incidéncia de Candida spp. na cavidade bucal e as
razbes para o0 estabelecimento de infec¢cbes causadas por esses
microrganismos podem estar relacionadas com imunossupressao,
desordens enddcrinas, lesdes em mucosas, higiene bucal deficiente e
tratamento prolongado com antibidticos e corticosterdides (RAMIREZ-
AMADOR et al.**, 1997). Alteracdes no fluxo e pH da saliva, no sistema
imune e na microbiota normal, sdo fatores que usualmente precedem a
colonizacéo, infeccdo e doencas produzidas por leveduras (WEBB et
al.'’”®, 1988).

C. albicans é considerada a espécie do género Candida
mais freqlientemente isolada (Quadro 4) (CANNON et al.’®, 1995;
McCULLOUGH, et al.*®', 1996; JORGE et al.”%, 1997; FIGUEIREDO et
al.*> 2001; GRIMOUD et al.*?, 2003; ZOLLNER & JORGE'®’, 2003). Al-
Abeid et al.* (2004) avaliaram a presenca de Candida spp. na cavidade
bucal de individuos portadores de cancer e individuos saudaveis. C.
albicans foi a espécie mais prevalente entre os isolados tanto de
individuos com cancer (31,5%) quanto saudaveis (27,7%), seguida por C.
glabrata (23,2% e 6,2%, respectivamente). Foram isolados ainda C.
parapsilosis (12,6%) e C. tropicalis (5,3%) dos individuos com cancer. A
incidéncia relatada de C. dubliniensis em individuos HIV positivos,
individuos com AIDS e individuos HIV negativos tem sido entre 2,7% e
5,4% (YANG et al.'®*, 2003; CHAVASCO et al.?*, 2006).



Quadro 4 — Frequéncia de espécies de Candida isoladas da cavidade

bucal® 19 25. 42, 52, 72, 182, 187
Espécie Frequéncia (%)
Candida albicans 47-75
Candida tropicalis 1-7
Candida glabrata 7-24
Candida krusei <5
Candida parapsilosis 5-7
Candida guilliermondi <5
Candida dubliniensis 2,7-5,4

C. dubliniensis compartilha de muitas caracteristicas
fenotipicas com C. albicans, como capacidade de produzir tubo
germinativo e clamidoconideos, capacidade de crescimento a 30°C e
37°C em meio de cultura agar Sabouraud (COLEMAN et al.?’, 1997;
SULLIVAN et al.®®, 2005). Por serem similares fenotipicamente acredita-
se que C. dubliniensis tenha sido identificada como C. albicans ou C.
stellatoidea por um logo periodo de tempo (SULLIVAN et al.*®®, 2005).

Alguns autores acreditam que C. dubliniensis possa ser
um microrganismo comensal da cavidade bucal (COLEMAN et al.?’, 1997;
AHMAD et al., 2004). Entretanto tem sido freqlientemente associada
como patdogeno emergente em individuos imunocomprometidos e HIV
positivos (AHMAD et al.?, 2004; CHAVASCO et al.°, 2006).

C. albicans € isolada do organismo humano tanto como
microrganismo comensal quanto patégeno oportunista. E um fungo
dimérfico, podendo apresentar-se na forma de levedura ou hifa. A
transicdo entre células leveduriformes e forma filamentosa requer
algumas condi¢cdes, como estagio nutritivo apropriado, presenca de
fatores indutores, temperatura superior a 33°C e pH proximo a neutro
(SAMARANAYAKE & MACFARLANE™®, 1990).
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Existem dois sorotipos de C. albicans (sorotipos A e B)
revelados inicialmente através de provas de soro-aglutinacdo por

Hasenclever & Mitchell®®

(1961). Estudos realizados com individuos
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida confirmaram a
predominancia do sorotipo A em 70% (CAPOLUONGO et al.?°, 2000) e
78% (SANT'ANA et al.’*?, 2002) dos isolados. Sant'ana et al.'*? (2002)
relataram ainda a ocorréncia de co-infeccdo com ambos 0s sorotipos de
C. albicans em 9% dos individuos avaliados.

Os fatores de viruléncia expressos ou requeridos por C.
albicans para causar infec¢bes sdo bastante variaveis e dependentes do
tipo, estagio e sitio de infec¢do, e também da natureza da resposta do
hospedeiro. C. albicans apresenta alta capacidade de adaptacdo no
organismo hospedeiro, o que indica a presenca de fatores de viruléncia
distintos de outros fungos nao-patogénicos fortemente relacionados,
como Saccharomyces cerevisiae. Varios fatores potencialmente virulentos
tem sido descritos incluindo a morfologia celular, habilidade de formar
tubos germinativos e hifas, aderéncia as células do hospedeiro e
secrecdo de proteinases (HUBE & NAGLIAK®, 2001; YANG'®, 2003).

A parede celular de C. albicans é composta primariamente
de manana, glucana, manoproteinas, quitina e proteinas. A manana de
Candida € um potente imundgeno e quase todos 0s soros humanos
contém IgG contra ela. Além disso, glucana, quitina, proteinas e lipideos
da parede celular podem atuar como adesinas (OLSEN''®, 1990;
McCULLOUGH et al.'®*, 1996; MASUOKA & HAZEN®, 2004).

A colonizacéo e infeccdo dos tecidos do hospedeiro por
Candida spp. dependem da habilidade do microrganismo de aderir-se as
superficies mucosas (OLSEN™®, 1990). C. albicans apresenta capacidade
de aderéncia a células epiteliais, células endoteliais e células fagociticas e
também a materiais nao-bioldgicos in vivo e in vitro (SEGAL et al.'*°,
1988; SAMARANAYAKE & MACFARLANE® 1990; BENDEL &
HOSTETTER", 1993; RAMAGE et al.'*®, 2001; VIDOTTO et al.'"?, 2003).
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C. albicans expressam adesinas que reconhecem
proteinas na matriz extracelular das células do hospedeiro, incluindo
laminina, colageno, fibrinogénio e fibronectina. C. albicans produz um
polimero extracelular que contém a adesina manoproteina. A interacéo
entre o microrganismo e as células epiteliais ocorre através da por¢ao
protéica da manoproteina e a fucose ou N-acetilglicosamina, encontradas
nas glicoproteinas das células epiteliais (WEBB et al.'’®, 1998; DALLE et
al.*®, 2003; MASUOKA & HAZEN®®, 2004).

Tem sido demonstrada forte correlacdo entre formacéo de
tubo germinativo e o aumento na aderéncia de C. albicans a células
epiteliais bucais, sendo que a forma hifal apresenta-se relacionada com a
invasividade do microrganismo. Considera-se que as proteinases
produzidas durante a formacéo de hifas auxiliam na ruptura da integridade
da mucosa bucal (KIMURA & PEARSALL'’, 1978; KRETSCHMAR et al.?’,
1999; DALLE et al.*3, 2003; DAGDEVISEN et al.**, 2005).

Além disso, a hidrofobicidade da superficie celular de
Candida spp. estd envolvida na aderéncia das leveduras as células
epiteliais humanas e materiais plasticos. Células hidrofébicas
demonstraram aderir difusa e copiosamente aos tecidos do hospedeiro,
enquanto que, a aderéncia de células hidrofilicas € restrita a sitios
especificos. Alteracbes protéicas na parede celular parecem ser
responsaveis pela hidrofobicidade e hidrofilicidade. As células hidrofilicas
aderem a regides com presenca de macrofagos em contraste com as
células hidrofébicas que se aderem a areas do tecido livres de
macrofagos. Isto demonstra que as células hidrofilicas sdo mais
facilmente removidas por fagocitose do que as hidrofébicas, que
colonizam as superficies endoteliais (HAZEN>®, 1989; HAZEN et al.®®?,
1990 e 1991; MASUOKA & HAZEN®®, 2004).

C. albicans e C. tropicalis apresentam maior capacidade
de aderéncia as células do hospedeiro do que espécies relativamente

nao-patogénicas, como C. krusei e C. guilliermondii, demonstrando uma



correlacdo entre aderéncia e viruléncia (KIMURA & PEARSALL'’, 1978).
A capacidade de aderéncia de C. albicans também foi superior a
apresentada por C. dubliniensis (VIDOTTO et al.}’?, 2003).

C. albicans secreta varias enzimas que contribuem para
sua patogenicidade, incluindo fosfolipases, lipases, fosfomonoestearases,
e proteinases aspartil secretdrias. Dentre essas enzimas as proteinases
sdo as mais estudadas. A atividade de proteinase € produzida
principalmente pelas espécies mais patogénicas que sao, C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis e demonstram ampla especificidade ao
substrato. As proteinases sdo capazes de degradar IgA secretora,
possuem atividade queratinolitica ou colagenolitica. Dessa forma, essas
enzimas podem apresentar duas funcdes na viruléncia do microrganismo.
Primeiramente, a atividade proteolitica pode estar relacionada com a
invasédo tecidual, e secundariamente, a produgcao de enzimas pode estar
associada com a habilidade do microrganismo de colonizar os tecidos do
hospedeiro (KRETSCHMAR et al.®”, 1999; HUBE & NAGLIAK®®, 2001;
SCHALLER et al.**’, 2005; KUMAR et al.®8, 2006).

2.7 Género Staphylococcus

O nome Staphylococci foi dado pelo cirurgido Alexander
Ogstron, em 1880, que correlacionou a alta taxa de mortalidade em
decorréncia de septicemia ap0s cirurgias hospitalares com a presenca
destes microrganismos. Apds o desenvolvimento da técnica de cirurgias
anti-sépticas por Joseph Lister desapareceram as feridas com supuragao
e as infecgOes hospitalares. Dessa forma Alexander Ogston correlacionou
a formacao de pus com a presenca de determinados microrganismos que
foram denominados de micrococci. Pesquisas subsequientes permitiram

descobrir que alguns destes microrganismos se organizavam em forma de
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cachos e os denominou de estafilococos. Posteriormente a espécie
Staphylococcus aureus foi descoberta por Rosembach (LYELL®?, 1989).

O género Staphylococcus compreende 33 espécies, das
quais 17 podem ser isoladas de amostras bioldégicas humanas (Quadro 5)
(MARSOU et al.®® 1999; KANDA, et al.”, 2001; KONEMAN et al.?®, 2001).
O nome Staphylococcus é derivado do grego staphylé que significa
cachos de uva quando visualizados ao microscépio de luz. Apresentam-se
como cocos Gram-positivos de 0,5 a 1 um de diametro, iméveis, que
podem se agrupar em massas irregulares e também em tétrades e aos
pares. Sao aerobios ou anaerobios facultativos e catalase positivos
(RAMS et al.'®*, 1990; KOMURO et al®, 2001; YARWOOD &
SCHLIEVERT# 2003).
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Quadro 5 — Espécies de Staphylococcus de origem humana, animal e
ambiental, correlacionados com habitat e patogenicidade®

(Continua).
Espécie Habitat Patogenicidade
S. aureus Pele, fossas Infeccdes oportunistas, abscessos,
nasais, axilas e pneumonia, bacteremia, endocardite,
vagina meningite
S. epidermidis Pele, fossa nasal Endocardite, infeccbes em cateteres,

peritonite, bacteremia, osteomielite,
infec¢des de vias urinarias,
mediastinite

S. saprophyticus Pele Infeccdes urinarias agudas, cistite
S. haemolyticus Pele Infeccbes em cateteres, infeccdes
urinarias, endocardites
S. warneri Pele Bacteremia relacionada com
cateteres, endocardite, osteomielite,
meningite
S. hominis Pele Bacteremia em pacientes com cancer
S. simulans Pele, uretra Septicemia, osteomielite, artrite
séptica, endocardite
S. lugdunensis Pele Endocardite, celulite, peritonite,
osteomielite, abscessos
S. capitis Glandulas Endocardite
sebéaceas do couro
cabeludo e fronte
S. schleiferi Pele Empiema cerebral, bacteremia,
infeccOes de feridas e de cateteres
S. pasteuri Alimentos N&o associada a infec¢des
S. auricularis Conduto auditivo Raramente associada a infec¢des
externo
S. cohnii Pele Rara
S. xylosus Pele InfeccBes das vias urinarias,

endocardite

S. saccharolyticus

Mucosas humanas

Endocardite (raro)

S. caprae Caprinos, pele Endocardite, infecgfes intravenosas e
humana urinarias
S. pulvereri Pele Infeccbes pélvicas
S. intermedius Pele (caes, gatos e | Infec¢Bes cutaneas, urinarias, 6sseas
cavalos) e do sistema nervoso central, feridas

infectadas humanas por mordedura
de cades

S. hyicus Suinos, bovinos e Epidermite exsudativa
leite de vaca
S. chromogenes Bovinos Infeccbes cutaneas

S. sciuri

Roedores e outros
mamiferos

Feridas, endocardite
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Quadro 5 — Espécies de Staphylococcus de origem humana, animal e
ambiental, correlacionados com habitat e patogenicidade®
(Conclusao).

Espécie Habitat Patogenicidade
S. gallinarum Aves domésticas N&o patogénica
S. lentus Ovinos e caprinos Tonsilites
S. equorum Equinos N&o patogénica
S. delphini Golfinhos LesBes cutaneas purulentas
S. felis Gatos Otite, cistite, abscessos, feridas e
outras infec¢bes cutaneas
S. muscae Insetos que Rara
habitam pele de
bovinos
S. piscifermentans | Peixes e farelo de Rara
soja
S. vitulus Cavalos, ratos- Rara
calunga e baleias
piloto
S. carnosus Meio ambiente N&o patogénico. Utilizado como
indicador no processamento de
produtos a base de carnes, como
salame e salsichas.
S.caseolyticus Bovinos, baleias, N&o patogénica
leite e outros
produtos lacteos
S. kloosii Mamiferos N&o patogénica
S. arlettae Mamiferos e aves N&o patogénica

As colbnias de estafilococos em meio sélido geralmente

sdo lisas, brilhantes, circulares e translicidas. S. aureus e algumas outras

espécies formam colbnias amarelas, acinzentadas ou laranja, em funcéo

da presenca de grande quantidade de pigmentos carotendides localizados

na membrana celular. Em placas de agar-sangue S. aureus geralmente

produz hemdlise, enquanto que outras espécies tém comportamento

variavel. Esses microrganismos crescem dentro de larga faixa de

temperatura (10-45°C), com temperatura o6tima de crescimento em torno

de 37°C. Os estafilococos estdo entre as mais resistentes de todas as

bactérias ndo formadoras de esporos. Permanecem vivos durante meses
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em placas de agar seladas mantidas a 4°C e podem ser cultivados de
amostras de pus dessecadas ha varias semanas. A maioria das amostras
€ relativamente termoestavel, suportando temperaturas de até 60°C
durante meia hora. S&o mais resistentes que a maioria das bactérias a
desinfetantes como cloreto de mercurio e fenol. Crescem em meios de
cultura em variada gama de pH (4,8 a 9,4) (UENO & JORGE'®°, 2006).

Os estafilococos sdo geralmente encontrados na pele e
em mucosas do homem e outros animais. Pertencem a microbiota
humana normal da pele, conjuntiva, naso e orofaringe, trato gastrintestinal
e geniturinario (RAMS et al.'*?, 1990). Alguns estafilococos patogénicos
para 0 homem e animais produzem coagulase, e a detec¢céo desta enzima
€ realizada em laboratorio para identificacdo desses microrganismos.
Entre os estafilococos, a espécie coagulase-positiva S. aureus e duas
espécies coagulase-negativas, S. epidermidis e S. saprophyticus, sao
encontradas com frequéncia em infeccbes humanas (YARWOOD &
SCHLIEVERT® 2003).

S. aureus é, sem duvida, o patdgeno humano mais
importante entre os estafilococos. E encontrado no ambiente externo e em
fossas nasais de 20% a 40% dos adultos. Embora esse microganismo
possa formar parte da microbiota humana normal, pode produzir infec¢des
oportunistas importantes em condi¢cdes apropriadas. Os fatores que
podem predispor um individuo a infec¢des cutaneas graves por S. aureus
incluem alteragbes quimiotaticas dos leucdcitos, tanto congénitas
(Sindrome de Wiskott-Aldrich, Sindrome de Down, Sindrome de Job)
quanto adquiridas (diabetes melito, artrite reumatoide), alteracdes na
opsonizacdo por anticorpos (hipogamaglobulinemia); alteragcdes na
destruicdo intracelular das bactérias apds fagocitose (doenca
granulomatosa crbnica), lesbes cutadneas (queimaduras, incisdes
cirdrgicas, eczema), presenca de corpos estranhos (suturas, cateteres
endovenosos, proteses), infeccdes por outros agentes, em particular virus

(influenza), doencas cronicas de base como neoplasias malignas,
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alcoolismo e cardiopatias e administracao profilatica ou terapéutica de
agentes antimicrobianos. Nessas circunstancias, S. aureus pode causar
diversos processos infecciosos, que variam desde infecgcdes cutaneas
cronicas relativamente benignas até infeccbes sistémicas fatais
(KLUYTMANS et al.?!, 1997; BROOK?®, 2002; MORAN et al.**’, 2005).

As infeccbes estafilococicas geralmente superficiais e
discretas na maioria dos individuos adultos sistemicamente saudaveis,
podem ser graves em recém-nascidos, pacientes cirargicos, pacientes
submetidos a hemodialise e em portadores de doencas debilitantes como
cancer, osteomielite, artrite e diabete (DARINI et al.®*, 1994; PATTI et
al.'®, 1994; OHMAN et al.'*®, 1995; KONEMAN et al.®®, 2001; PENAFIEL
et al.'?, 2003; CHANG et al.*, 2004; MEMMEL et al.'%2, 2004).

O género Staphylococcus apresenta muitos fatores de
viruléncia que estdo relacionados com sua capacidade de produzir
doencas e disseminar pelos tecidos humanos e de outros animais.
Algumas cepas de S. aureus produzem capsula polissacaridica, e sao
mais resistentes a fagocitose do que as ndo capsuladas. A presenca
dessa capsula parece estar associada com a capacidade de algumas
amostras patogénicas de aderir a cateteres e outros materiais, tornando-
se focos de infeccédo (UENO & JORGE™®, 2006).

Staphylococcus produzem varias enzimas extracelulares e
toxinas que também contribuem para sua viruléncia. A producdo de
catalase pode atuar inativando perdxido de hidrogénio e radicais livres
toxicos formados no interior das células fagocitarias, apds ingestdo do
mesmo. A coagulase recobre as células bacterianas com fibrina tornando-
as resistentes a opsonizacdo e a fagocitose. As fibrinolisinas podem
degradar codgulos de fibrina e permitir a disseminagdo da infeccdo aos
tecidos adjacentes. De modo similar, a hialuronidase hidrolisa a matriz
intercelular de mucopolissacarideos nos tecidos e, portanto, pode atuar
disseminando 0s microrganismos para areas contiguas. Estudos

imunoldgicos e de especificidade de substrato indicam que S. aureus



produz ao menos trés tipos diferentes de B-lactamases. A producao
dessas enzimas pode ser indutiva (produzidas apenas em presenca de
antibioticos B-lactamicos) ou constitutiva (produzidas continuamente) e
torna o microrganismo resistente a penicilina e ampicilina (GOLEMI-
KOTRA et al.>®, 2003; BURTS et al.'”, 2005).

As hemolisinas produzidas por S. aureus sao
classificadas em o (alfa), B (beta), 6 (delta) e y (gama) e possuem varias
atividades biologicas. A o-hemolisina tem acdo letal sobre uma ampla
variedade de tipos celulares, incluindo leucécitos polimorfonucleares
humanos, e pode lisar eritrécitos de varias espécies animais. Essa toxina
€ responsavel pelo halo de eritrocitos hemolisados que se observa ao
redor das colonias de algumas cepas de S. aureus desenvolvidas em
agar sangue de carneiro. A B-hemolisina é uma esfingomielinase, toxica
para eritrcitos, leucécitos, macrofagos e fibroblastos. Suas propriedades
hemoliticas sdo incrementadas pela subseqliente exposicdo dos
eritrécitos a baixas temperaturas. A d-hemolisina apresenta propriedade
hidrofobica, promove a ruptura da membrana celular facilitando a
penetragdo nas ceélulas do hospedeiro. A y-hemolisina produz lise de
eritrcitos e células linfoblasticas (HEBERT & HANCOK®, 1985; CAIAZZA
& O'TOOLE®, 2003).

Outras toxinas produzidas por esses microrganismos
incluem as leucocidinas, que exercem efeito tdxico direto sobre a
membrana dos leucécitos polimorfonucleares humanos, causando
degranulacdo do citoplasma, edema celular e lise; as toxinas
epidermoliticas, que apresentam atividade proteolitica e dissolvem a
matriz mucopolissacaridica da epiderme e sdo responsaveis pela
“Sindrome estafilococica da pele escaldada”; as enterotoxinas, que sao
moléculas termoestaveis responsaveis pelas caracteristicas clinicas da
intoxicagdo estafilococica alimentar e a toxina da sindrome do choque
toxico 1 (TSST-1) (YAMASAKI et al.*®!, 2005).
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2.8 Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae

As bactérias da familia  Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae pertencem a microbiota intestinal humana, sendo
isoladas também do solo, 4gua e vegetacdo (MURRAY et al.**2, 2000;
SMITH & IGLEWSKI™’, 2000). Esses microrganismos podem atuar como
patogenos oportunistas em larga faixa de infecces humanas (LAFORCE
et al.?%, 1976; SLOTS et al.®3, 1990) e sua capacidade de causar infeccéo
€ variavel, ndo somente entre espécies do mesmo género, mas entre
cepas da mesma espécie (SMITH & IGLEWSKI et al.®’, 2003; MOKADY
et al.’%*, 2005).

2.8.1 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae é composta por bacilos
Gram-negativos, aerébios ou anaerébios facultativos, ndo formadores de
esporos, moveis (flagelos peritriquios) ou iméveis. Representa a maior e
mais heterogénea familia de bacilos Gram-negativos de importancia
clinica, sendo descritos trinta géneros e mais de cento e vinte espécies
com inimeros sorotipos (HOLT et al.®’, 1994; UENO & JORGE®®, 2006).
Estes géneros foram classificados com base nas propriedades
bioquimicas, estrutura antigénica e hibridizacdo e sequenciamento dos
acidos nucléicos. Apesar da complexidade desta familia, mais de 95% dos
microrganismos isolados clinicamente importantes pertencem a apenas
dez géneros e incluem menos de 25 espécies (Quadro 6) (MURRAY et
al.**2, 2000).
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Quadro 6 — Geéneros e principais espécies de Enterobacteriaceae
correlacionados com patogenicidade™?
Género Patogenicidade Principais espécies
Escherichia Meningite, gastroenterite, E. coli
infec¢@o das vias urinérias e
septicemia
Salmonella Enterite, septicemia, febre S. typhi, S. paratyphi,
entérica (febre tiféide e S. choleraesuis,
paratiféide) S. schottmuelleri, S. hirschfeldii
Shigella Shigelose, caracterizada por S. dysenteriae, S. flexneri,
colicas abdominais, diarréia, S. boydii e S. sonnei
febre e fezes sanguinolentas
Yersinia Peste bubbnica, enterocolite Y. pestis, Y. enterocaolitica,
difusa, linfadenite Y. pseudotuberculosis
mesentérica
Enterobacter Oportunistas em E. cloacae, E. aerogenes,
gueimaduras, feridas, trato E. sakazakii, E. aglomerans
urinario, septicemia e
meningite
Klebsiella | Oportunistas em pneumonia e K. pneumoniae pneumoniae,

septicemia, infec¢des do trato
urinario, individuos apés
antibioticoterapia de amplo
espectro

K. pneumoniae ozaenae,

K. pneumoniae
rhinoscleromatis, K. oxytoca,
K. terrigena, K. planticola,
K. ornithinolytica

Citrobacter

Patdégenos em seres
humanos comprometidos pela
idade ou procedimentos
invasivos, meningite e
abscessos cerebrais em
neonatos

C. freundii, C. diversus,
C. amalonaticus

individuos
imunocomprometidos

Serratia Infecgbes hospitalares S. marcescens, S. liquefaciens,
oportunistas, infeccao do trato S. rudidaea, S. plymutica,
urinario, feridas, pneumonia. S. odorifera
Proteus Infecgbes das vias urinarias P. mirabilis
Morganella Infecgbes hospitalares em M. morganii

Antes do advento dos antibioticos, da quimioterapia e das

medidas imunossupresssoras, as doencas infecciosas causadas por

Enterobacteriaceae estavam relativamente bem definidas. As sindromes

diarréicas e disentéricas, acompanhadas por febre e septicemia nos
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casos classicos de febre tifoide, eram causadas por espécies de
Salmonella e Shigella. Os casos de pneumonia classica, caracterizados
pela producdo de escarro vermelho-tijolo ou “geléia de groselha”, eram
causados por Klebsiella pneumoniae (bacilo de Frielander). Escherichia
coli, espécies de Proteus e varios membros do grupo Klebsiella-
Enterobacter eram comumente isolados de feridas trauméticas,
contaminadas com terra ou material vegetal, ou de incisdes abdominais
apos cirurgias gastrointestinais. Atualmente, os membros da familia
Enterobacteriaceae podem ser suspeitos em qualquer tipo de doenca
infecciosa. Individuos imunocomprometidos ou debilitados séo altamente
susceptiveis as infec¢bes adquiridas nos hospitais, apés a colonizagéo
com cepas ambientais ou contaminacdo a partir de procedimentos
invasivos, como cateterismo, broncoscopia, colposcopia ou bidpsia
cirirgica (KONEMAN et al.®®, 2001).

Os microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae sao bastonetes Gram-negativos curtos de 0,3 a 1um
de largura por 1 a 6um de comprimento. Sua morfologia tipica €&
observada durante o crescimento em meios solidos in vitro, sendo
altamente variavel em amostras clinicas. Todos os membros podem
crescer rapidamente em condi¢cdes aerdbias ou anaerébias em meios de
peptona ou extrato de carne, sem adicdo de cloreto de sédio ou de outros
suplementos como em agar MacConkey. Tipicamente, estes
microrganismos produzem coldnias secas ou mucoides relativamente
grandes, de cor acinzentada em &gar sangue, sendo a presenca de
hemolise varidvel. As colonias que aparecem vermelhas em &agar
MacConkey ou possuem um brilho verde em agar eosina-azul-de-metileno
indicam que o microrganismo & capaz de formar acido a partir de lactose
no meio (FILIUS et al.**, 2003).

Fermentam a glicose em lugar de oxida-la, quase sempre
com producdo de gas, sdo catalase-positivos, oxidase-negativos e

reduzem nitrato a nitrito. A auséncia da atividade da citocromo-oxidase
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constitui uma importante caracteristica, utilizada para distinguir
Enterobacteriaceae de outros bacilos Gram-negativos fermentadores e
nao fermentadores (GOKARN et al.*, 2000; CORKER & POOLE?®, 2003;
ZAID et al.'®, 2003; CRACK et al.*°, 2004).

Entretanto a  diferenciacdo das  espécies de
Enterobacteriaceae baseia-se principalmente na presenca ou nao de
diferentes enzimas codificadas pelo material genético dos cromossomos
bacterianos. Os substratos com o0s quais essas enzimas podem reagir s&o
incorporados no meio de cultura, juntamente com um indicador, que pode
detectar a utilizagdo do substrato ou a presenca de produtos metabdlicos
especificos (SOGAARD et al.*®*, 2005).

S&o microrganismos ubigquos encontrados em todo o
mundo no solo, na agua, na vegetacdo, e fazem parte da microbiota
intestinal normal da maioria dos animais, incluindo os seres humanos.
Podem produzir uma grande variedade de doencas humanas, incluindo
septicemia, endocardite, infecgcdes urinarias e intestinais. O aumento
dessas infeccbes pode ser evidenciado em decorréncia do uso
indiscriminado de antibioticos, guimioterapia, terapia com
imunossupressores e em individuos com comprometimento do sistema
imunolégico (AGARWAL et al.?, 2005; BRANGER et al.'®, 2005). Espécies
de Salmonella, Shigella e Yersinia pestis estdo associadas
frequentemente a infeccdes em seres humanos, enquanto outras como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis s&o membros
da microbiota normal que podem, eventualmente, causar infeccdes
oportunistas (ENDIMIANI et al.*, 2005; LOWELL et al.**, 2005;
PEROMINGO-MATUTE et al.'*®, 2005, MOKADY et al.'® 2005;
NIYOGI'™®, 2005; PEREZ-SANCHEZ et al.'*, 2005; SILVA et al.*®?, 2005).
As infeccBes podem originar-se de um reservatério animal, de um
portador humano ou por disseminacdo endogena dos microrganismos em
um individuo susceptivel (VELGE et al.*"*, 2005).
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Enterobactérias apresentam variacdes significativas na
sua capacidade de causar doencas. O grau de viruléncia desses
microrganismos reflete além das caracteristicas de cada espécie em
particular, o nimero necessario para produzir infeccdo. A maior ou menor
patogenicidade é determinada pela habilidade de colonizacdo no
hospedeiro, potencial de penetracdo em superficies mucosas, invasao e
multiplicagéo nos tecidos e capacidade de inibir os mecanismos de defesa
locais ou sistémicos do hospedeiro. Alguns fatores presentes nestes
microrganismos sao determinantes de sua patogenicidade, tais como
adesinas, lipopolissacarideos, polissacarideos capsulares, bacteriocinas e
plasmideos (NAVEEN & MATHAI''*, 2005).

A resisténcia aos antibiéticos pode aparecer em isolados
clinicos, antes sensiveis, por meio da transferéncia de plasmideos
conhecidos como plasmideos R ou fatores R. As bactérias entéricas
Gram-negativas possuem comumente um unico e grande plasmideo R
que codifica para a resisténcia a varios antibiéticos (MOTTA et al.*°,
2003). Uma porcentagem crescente de cepas dos géneros Enterobacter,
Serratia, e Klebsiella, cepas de Proteus e cepas cefalotina-resistentes de
E. coli, possuem [B-lactamases induziveis que proporcionam resisténcia
cruzada com muitos antibiéticos B-lactamicos (PITOUT et al.*?’, 1997;
KAYE et al.””, 2004; WACHINO et al.'™, 2004; PITOUT et al.'*®, 2005;
VELGE et al.'", 2005).

2.8.2 Pseudomonadaceae

O género Pseudomonas compreende mais de cem
espécies pertencente a familia Pseudomonadaceae. Podem ser
encontrados no meio ambiente, incluindo solo, matéria organica em

decomposicao, vegetacdo e na agua. Muitos destes microrganismos séo
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patdgenos em plantas e podem ser encontrados em Varios tipos de
alimentos, animais e seres humanos. A ampla distribuicdo ambiental de
pseudomonas € assegurada por suas exigéncias simples para
crescimento. Muitos compostos organicos podem ser utilizados como
fonte de carbono e nitrogénio, e algumas cepas podem até mesmo
crescer em 4&gua destilada, utlizando diminutas quantidades de
nutrientes. Apesar de sua presenca ubiqua, capacidade de crescimento
em praticamente qualquer ambiente, fatores de viruléncia e ampla
resisténcia antimicrobiana, estes microrganismos nao sao patégenos
comuns uma vez que infecgcbes por Pseudomonas sdo basicamente
oportunistas (SMITH & IGLEWSKI™’, 2003). Dentre as espécies deste
género, Pseudomonas aeruginosa € a mais importante, entretanto, outras
espécies também podem agir como oportunistas (SECKO?, 2005).

Microrganismos do género Pseudomonas sdo bacilos
Gram-negativos retos ou ligeiramente curvos (0,5 a 1 um de largura por 1
a 5 um de comprimento) e moveis em virtude da presenca de flagelos
polares. Utilizam glicose e outros carboidratos oxidativamente e em geral
sdo citocromo-oxidase positivos. A presenca da citocromo-oxidase em
Pseudomonas € utilizada para diferenciar estas bactérias das
Enterobacteriaceae (OBERHOFER®, 1981; WHITELEY et al.'’®, 1996;
FUHRER et al.*®, 2005). Embora estes microrganismos sejam definidos
como aerobios obrigatérios, podem crescer em condi¢cbes anaerbbias
(ENOCH et al.**, 2004).

O género consiste em numerosas espécies diferentes,
subdivididas de acordo com suas diferencas bioquimicas e genéticas em
trés grupos: fluorescente, stutzeri e alcaligenes (Quadro 7) (KONEMAN et
al.%, 2001).
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Quadro 7 - Grupos e principais espécies do género Pseudomonas®”.

Grupo Principais espécies

P. aeruginosa

Fluorescente P. fluorescens
P. putida
_ P. stutzeri
Stutzeri

P. mendocina

P. alcaligenes

Alcaligenes

P. pseudoalcaligenes

P. aeruginosa cresce em diversos meios de cultura,
produzindo, algumas vezes odor adocicado, semelhante a uva ou milho.
Formam colbnias redondas e lisas de coloracéo esverdeada fluorescente,
e algumas cepas produzem hemdélise (OBERHOFER™®, 1981; ENOCH et
al.**, 2004). Com frequiéncia, produz pigmento azulado n&do-fluorescente
piocianina, que se difunde no agar. Muitas amostras de P. aeruginosa
também produzem pigmento fluorescente pioverdina, que confere ao agar
uma coloracdo esverdeada. Algumas cepas produzem pigmento
vermelho-escuro  (piorrubina), ou pigmento negro (piomelanina)
(OBERHOFER™®, 1981).

Em cultura, P. aeruginosa pode produzir multiplos tipos de
colénias, dando a impressdo de uma cultura de espécies mistas de
bactérias. Nestes casos também podem exibir diferentes atividades
bioguimicas e enziméticas, bem como diferentes padrdes de sensibilidade
a agentes antimicrobianos. P. aeruginosa cresce bem ente 37 a 42° C,
sendo que seu crescimento a 42° C ajuda a diferencia-la de outras
espécies. E oxidase-positiva, ndo fermenta carboidratos, porém muitas
cepas oxidam glicose. Em geral, a identificacdo baseia-se na morfologia
das colonias, na positividade da oxidase, na presenca de pigmentos

caracteristicos e no crescimento a 42° C. A diferenciacdo de P.
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aeruginosa de outras espécies com base na sua atividade bioquimica
exige a realizacdo de testes com grande numero de substratos
(OBERHOFER™®, 1981; OHKUSU’, 2000; ENOCH et al.*, 2004;
KIRISITS et al.”®, 2005).

P. aeruginosa € um patdégeno oportunista de grande
importdncia no ambiente hospitalar, principalmente por sua facil
disseminagdo e resisténcia a antibidticos e desinfetantes. Tem se
colocado no lugar de Staphylococcus aureus como causa primaria de
infeccbes hospitalares, uma vez que adquirem facilmente genes que
conferem resisténcia aos antimicrobianos (AGARWAL et al.?, 2005;
VITKAUSKIENE et al.'”®, 2005; MATHUR et al.*®, 2005).

Representa um problema particular para pacientes com
neutropenia, podendo causar septicemia fulminante e morte. Pode
produzir infeccdo do trato respiratério em individuos que necessitam
permanecer longo periodo sob ventilacdo artificial. A infeccdo €
especialmente prevalente entre individuos com queimaduras, fibrose
cistica, cancer ou transplante de 6rgdos (HA & JIN>*, 1999; GROSS &
CHRISTENSEN®?, 2000; KIM et al.”®, 2001; BERGHMANS et al.*, 2003;
SANTANA et al.**, 2003). As infeccBes sdo em geral observadas em
sitios onde existe tendéncia ao acumulo de umidade: traqueostomias,
cateteres permanentes, feridas cutaneas exsudativas (GIACOMETTI et
al.*’, 2000; RUIMY et al.*®®, 2001; TSENG et al.**’, 2002).



3 PROPOSICAO

A proposta do presente estudo foi avaliar a presenca de
leveduras, estafilococos, enterobactérias e pseudomonas na cavidade
bucal e em sulco gengival/bolsa periodontal de individuos submetidos a
terapia antibidtica utilizada no tratamento de tuberculose pulmonar e

individuos controle.



4 MATERIAL E METODO

O projeto de pesquisa foi previamente submetido e
aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos/UNESP, sob protocolo n?
089/2003-PH/CEP (Anexo A). Todos os individuos que concordaram em
participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo B).

4.1 Populagéo estudada

4.1.1 Grupo Tuberculose

Foram incluidos no presente estudo cinquenta individuos
previamente diagnosticados com tuberculose pulmonar no Ambulatério de
Tisiologia da Policlinica Il do Departamento de Saude da Prefeitura
Municipal de Taubaté e no Ambulatério Regional de Especialidades de
Taubaté e que estivessem sendo submetidos a antibioticoterapia por um
periodo minimo de 45 dias e maximo de seis meses.

Foram excluidos do estudo individuos HIV-positivos,

diabéticos ndo metabolicamente controlados, gestantes e lactantes.

4.1.2 Grupo Controle

Foram incluidos no presente estudo cinquenta individuos

sistemicamente saudaveis, de forma pareada, (com faixa etéria, género e
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condicdo bucal semelhantes) com os individuos do grupo tuberculose,
provenientes do Posto de Atendimento Médico-Odontolégico do Belém da
Prefeitura Municipal de Taubaté.

Foram excluidos deste grupo individuos HIV-positivos,
diabéticos ndo metabolicamente controlados, gestantes, lactantes e
individuos que tivessem sido submetidos a terapia antimicrobiana nos

ultimos seis meses previamente a coleta.

4.1.3 Anamnese e exame clinico

Durante a realizacdo da anamnese foram registrados os
dados pessoais e as condicdes de saude geral de todos os individuos
incluidos no estudo (Apéndices A e B). Para os individuos do grupo
tuberculose, foram registrados também a associacdo de antibidticos
utilizada e o tempo de tratamento no momento da coleta.

Todos os individuos incluidos no estudo foram
submetidos a exame clinico para avaliacdo das condicbes de saude
bucal. Quando necessario, os individuos foram encaminhados para
tratamento odontoldgico nos Postos de Atendimento Médico-Odontoldgico

da Prefeitura Municipal de Taubaté.

4.2 Coleta e processamento das amostras

A coleta de material da cavidade bucal foi realizada pela
técnica de enxague bucal, utilizando-se 10 mL de solugéo fisiologica
esterilizada (NaCl a 0,9%) tamponada com fosfato (PBS 0,1M e pH 7,2)
contida em um recipiente universal descartavel. Os individuos realizaram
bochecho com a solu¢cdo durante um minuto, devolvendo em seguida a

solugéo para 0 mesmo recipiente.
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Para coleta de material subgengival foram selecionados
dois sitios em cada individuo. Apés a remocéo do biofilme supragengival
com compressa de gaze esterilizada e isolamento relativo da regido com
roletes de algoddo, as amostras de material subgengival foram obtidas
com cones de papel absorvente n® 30 (Tanari). Foram inseridos trés
cones na por¢ao mais apical do sulco gengival/bolsa periodontal de cada
sitio selecionado. Os cones foram mantidos no local por 30 segundos e,
em seguida, acondicionados em tubos plasticos (Eppendorf) esterilizados
contendo 1 mL de solucao fisiolégica (NaCl a 0,85%) tamponada com
fosfato 0,1M e pH 7,2 (PBS) esterilizada.

Os recipientes foram mantidos em gelo até serem
transportados para o laboratorio de Microbiologia da Faculdade de
Odontologia de Séao José dos Campos/UNESP, respeitando-se o periodo
maximo de 3 horas entre coleta e processamento das amostras.

As amostras de enxagle bucal foram centrifugadas por 10
minutos a 8000 Xg e o sobrenadante foi descartado. O depdsito foi
ressuspendido em 2,5 mL de PBS e misturado em agitador de tubos
(Vortex) por 30 segundos, produzindo assim a suspensdao de
concentracéo final.

As amostras coletadas de sulco gengival/bolsa
periodontal foram homogeneizadas em agitador de tubos (Vortex) durante
30 segundos. Os cones foram desprezados com auxilio de pincas
esterilizadas. Cada amostra foi centrifugada por 10 minutos a 8000 Xg e o
sobrenadante foi descartado. Em seguida, o depdésito foi ressuspendido
em 0,6 mL de PBS e a amostra foi novamente homogeneizada em
agitador de tubos (Vortex) por 30 segundos, produzindo assim a
suspensao de concentracao final.

De cada amostra (suspenséo de concentracdo final) foi
semeado 0,1 mL em duplicata em placas de Petri contendo agar
Sabouraud dextrose (Difco) acrescido de 0,1 mg/mL de cloranfenicol

(Unido Quimica Farmacéutica Nacional SA), agar Manitol (Difco) e agar
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MacConkey (Difco). As placas foram incubadas a 37° C durante 48 horas.
Apés este periodo, quando ndo houve crescimento nas placas de
Sabouraud dextrose com cloranfenicol, estas permaneceram por mais
cinco dias a temperatura ambiente.

Apds o0 crescimento, as colénias foram examinadas
guanto as caracteristicas morfolégicas (tamanho, forma, superficie,
bordos, halos e presenca de pigmentos) e as colbnias caracteristicas
foram contadas, obtendo-se o numero de unidades formadoras de
colénias. A partir deste valor foi calculado o numero de UFC/mL. Para
cada colonia com morfologia diferente foram realizados esfregagos em
laminas e corados pelo método de Gram.

Para obtencéo de culturas puras as colbnias sugestivas
de leveduras foram semeadas em tubos de ensaio contendo &agar
Sabouraud dextrose e incubadas por 24 horas a 37° C; as coldnias de
cocos Gram-positivos e de bacilos Gram-negativos foram semeadas em

tubos de ensaio contendo agar Gelose e incubadas por 24 horas a 37° C.

4.3 Identificacdo das amostras de Candida

As culturas puras obtidas foram identificadas baseando-se
em Sandvén e Williams ewis . Para controle foi
Sandvén**® (1990) e Willi & Lewis'’” (2000). P le foi

utilizada a cepa padréo de C. albicans (ATCC 18804).

4.3.1 Formacéo de tubo germinativo

Para a verificagdo da formacdo de tubo germinativo foi
adicionada uma algada da cultura de 24 horas da levedura em tubo de
ensaio (13 x 170 mm) contendo 0,5 mL de soro estéril de coelho. Este
tubo foi mantido em banho-maria a 37° C pelo periodo de no minimo 2 e

maximo de 3 horas. A formacdo de tubo germinativo foi observada em
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microscopia de luz (400X) colocando-se uma gota da suspensdo entre

lamina e laminula.

4.3.2 Microcultivo

O microcultivo foi realizado para verificar a producéo de
hifas/pseudohifas e clamidoconideos, utilizando-se o0 meio Corn Meal
Agar (Difco) acrescido de 1% de Tween 80. Para a realizacdo do
microcultivo o meio Corn Meal Agar foi previamente fundido e distribuido
em laminas de vidro colocadas no interior de placas de Petri esterilizadas.
Apos a solidificacdo do agar, cada amostra de levedura a ser testada foi
semeada em estria Unica na superficie do meio e colocada uma laminula
no centro da lamina. No fundo de cada placa foi colocado um pedaco de
papel filtro esterilizado e umedecido em agua esterilizada, para evitar
possivel dessecacao do meio de cultura. O conjunto foi incubado por 48 a
72 horas em temperatura ambiente, quando entdo foi realizada a leitura

em microscopia de luz (400X).

4.3.3 Fermentacao de carboidratos

Para a realizagéo desta prova foi utilizado caldo vermelho
de fenol (Difco), distribuido em tubos de ensaio contendo tubos de Durhan
em seu interior, adicionado de cada carboidrato (glicose, maltose,
sacarose, galactose e lactose) na concentracdo de 1% e autoclavados a
120° C por 15 minutos. Os tubos foram semeados a partir de uma cultura
pura de 24 horas da levedura em agar Sabouraud dextrose. A leitura foi
realizada apdés 48 horas e uma semana da incubacdo a 37° C,

verificando-se a mudanca de coloracdo de vermelho (negativo) para
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amarelo (positivo) pela viragem de pH em decorréncia da producédo de

acido, e a producéo de gas no interior dos tubos de Durhan (Figura 1).

=S

Prova positiva

FIGURA 1 — Prova de fermentacéo de carboidratos utilizada para diferenciagéo
bioguimica de leveduras do género Candida. Tubos contendo meio
de cultura caldo vermelho de fenol com tubos de Durhan no interior.
Observa-se a producdo de &cido quando da mudanca de cor de
vermelho para amarelo (seta) e producdo de gas no interior do tubo
de Durhan (seta).

4.3.4 Assimilacdo de carboidratos (Auxonograma)

Para a verificacdo da assimilacdo de carboidratos pelas
amostras de leveduras, foi utilizado meio de cultura quimicamente

definido, com constituicdo conforme o Quadro 8.
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Quadro 8- Constituicdo do meio de cultura quimicamente definido,
utilizado para assimilagdo de carboidratos das amostras de

leveduras.
Constituintes Quantidade
Sulfato de aménia (Merck) 59
Sulfato acido de potéssio (Sigma) 1lg
Sulfato de magnésio (Sigma) 0,59
Agar (Difco) 15 g
Agua destilada 1000 mL

O meio foi distribuido em tubos de ensaio (20 mL) e
autoclavado a 120° C por 15 minutos. Para cada amostra a ser testada,
foi feita uma suspensao da levedura com turvacdo equivalente ao tubo
namero dez da escala de MacFarland, a qual foi semeada em pour plate
no meio descrito acima. A seguir, foi colocado na superficie do meio um
disco de papel filtro embebido numa solugdo de 10% dos seguintes
acucares: glicose, galactose, lactose, maltose, sacarose e rafinose (Figura
2). O crescimento da amostra nas proximidades do acucar significou que

0 microrganismo assimilou-o como fonte de carbono.
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FIGURA 2 — Prova de assimilacdo de carboidratos utilizada para diferenciacao
bioquimica de leveduras do género Candida. Placa contendo meio
de cultura quimicamente definido com discos de papel filtro na
superficie impregnados com os carboidratos na concentracdo de
10%.

As amostras foram caracterizadas em espécies de acordo
com as caracteristicas de producao de tubo germinativo em soro estéril de
coelho, producédo de pseudohifas e clamidoconideos em Corn Meal Agar,
fermentac&o e assimilacdo de carboidratos, baseando-se em Sandvén'*°
(1990), Williams & Lewis™® (2000) e Koga-lto et al.?? (2006), conforme
Quadro 9.
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Quadro 9 — Classificacdo das espécies de Candida de acordo com a
producdo de
clamidoconideos (Cl) e hifas (Hf), fermentacéo e assimilacao

formacdo de

de carboidratos

tubo

82, 140, 180

germinativo

(TG),

Espéciesde |TG | Cl | Hf Fermentacéo Assimilacéo
Candida GL| S [M [L [GA [GL|S|M[L[GA[R
C. albicans + |+ |+ |AIG|A-|AIG| /- [AIG| + |+ |+ ]|-]| + |-
C. stellatoidea V|V |+ |AG|A-|AG| - |[AIG| + |-|+|-]| + |-
C.guilliermondii | - | - | + |AIG|AIG| /- | -I- |[AIG| + |+ |+ |-]| + |+
C. glabrata e R B IV [ C T B B S I e e I A R e e
C. krusei - - AG - - - - - - -] -] -
C. lipolytica A A A A R A D e
C. lusitaniae -l -+ |AIGIAIG]| -I- | -I- |AIG| + |+ |+ |-]| + |-
C. parapsilosis o o .Y [ T ™ S I B e B ¥ A B e e R I o
C. tropicalis - |V |+ |AGIAG|AIG| -[- | V | + |+]|+|-| + |-
C. kefyr - - [+ |AGIAG]| - [AIGIAG] + [+] - [+] + |-
Gl: glicose; S: sacarose; M: maltose; L: lactose; GA: galactose; R: rafinose
A: producao de acido; G: producgédo de gas
(+): prova positiva; ( - ): prova negativa; V: prova variavel
4.4 ldentificacdo das amostras de Staphylococcus spp.
As culturas puras de Staphylococcus spp. foram

identificadas baseando-se em Koneman et a

seguintes provas:

4.4.1 Producao da enzima catalase

|-85

(2001), realizando-se as

Para verificagdo da produgdo da enzima catalase as

culturas puras foram semeadas em tubos de ensaio contendo caldo de

infusdo cérebro-coracao (Brain Heart Infusion Agar - Difco) e incubadas a
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37° C durante 24 horas. Apds esse periodo, foi adicionado 1 mL de
peréxido de hidrogénio (Rioquimica Industria Farmacéutica Ltda) a 10 V.
A prova foi considerada positiva quando da formacdo de bolhas de
oxigénio, indicativo da presenca da enzima catalase (OPLUSTIL et al.*?°,

2000).

4.4.2 Producao da enzima coagulase

A produgédo da enzima coagulase foi verificada por meio
da adicdo de 0,25 mL de plasma humano em 0,5 mL da cultura de 24
horas em caldo de infusdo cérebro-coracao (Brain Heart Infusion Agar —
Difco). A prova foi considerada positiva quando da verificacdo da
formacdo do coagulo de fibrina (Figura 3). As verificacbes foram feitas
apos uma, duas, trés e quatro horas de incubacdo em banho-maria a 37°
C. Foram consideradas para identificacdo pelas provas bioquimicas a
seguir as espécies de estafilococos coagulase-positivas. As cepas de
estafilococos coagulase-negativas foram identificadas utilizando-se o
sistema API Staph (Bio-Merieux, Franca).
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Coagulo de fibrina

FIGURA 3 — Prova de verificacdo de producdo da enzima coagulase utilizada
para diferenciagdo bioquimica de Staphylococcus spp. em plasma
humano. Observa-se formacdo de coagulo de fibrina (seta)
quando da producédo da enzima coagulase.

4.4.3 Identificagdo das amostras de estafilococos coagulase-positivas

a) producdo de &cido a partir da D-trealose - a
fermentacdo de D-trealose foi realizada em tubos de
coluna alta contendo caldo vermelho de fenol (Difco)
acrescido de 1,5% de &gar (meio semi-sélido) e
autoclavados a 121° C por 15 minutos. O acucar foi
adicionado de forma a obter concentracédo de 1%. As
cepas previamente cultivadas em agar TSA (Tryptic
Soy Agar, Difco) a 37° C por 24 horas foram
semeadas em profundidade com agulha de platina e
a seguir incubadas a 37° C. A prova foi considerada
positiva pela viragem de pH, onde foi verificada a
mudanca da cor vermelha (negativo) para a amarela

(positivo) (Figura 4);
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Prova positiva

FIGURA 4 — Prova de producédo de acido a partir da D-Trealose utilizada para
diferenciacdo bioquimica de estafilococos coagulase-positiva.
Tubos de coluna alta contendo meio de cultura caldo vermelho de
fenol acrescido de agar e D-Trealose a 1%. Observa-se producéo
de &cido quando da mudanca de cor de vermelho (prova negativa)
para amarelo (prova positiva) (seta).

b) Voges-Proskauer - o teste Voges-Proskauer (VP) foi
utiizado para verificar se a bactéria produz
butilenoglicol como produto final de fermentacdo da
glicose. Cada cultura pura foi semeada em TSA
(Tryptic Soy Agar, Difco) e incubada a 37° C por 24
horas. Apds esse periodo as culturas foram inoculadas
em tubos contendo caldo VP (Difco) e novamente
incubadas por 24 horas a 37° C. Ap0Os esse periodo,
foram retirados 2,5 mL desse caldo e adicionados 0,6
mL de o-naftol a 5% em élcool absoluto e 0,2 mL de
hidroxido de potassio a 40% (reagente de Barrit). A
mistura foi agitada para exposicdo ao oxigénio
atmosférico. Foram consideradas positivas as reacoes

gue ocorreram nos primeiros cinco minutos através da
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verificacdo de formacdo do halo de cor vermelha

(Figura 5). Todos os tubos negativos foram colocados

em repouso e observados apds uma hora.

FIGURA 5 — Teste Voges-Proskauer utilizado para diferenciacdo das amostras
de estafilococos coagulase-positiva. Tubos contendo caldo VP
adicionado de o-naftol a 5% e hidroxido de potdssio a 40%.
Observa-se a formacdo de halo de cor vermelha quando da
producdo de butilenoglicol como produto final de fermentacédo da
glicose.

Apos a verificagdo dos resultados das provas
bioquimicas, as cepas de Staphylococcus coagulase-positivas foram
identificadas conforme Quadro 10 (FORBES et al.*®, 1998). Como

controle foi utilizada cepa padrao de S. aureus (ATCC 6538).
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Quadro 10- Identificacdo de Staphylococcus coagulase positiva,
considerando-se as provas bioquimicas®.

Espécies Catalase | Coagulase | VP | D-trealose | ONPG
S. aureus + + + + -
S. intermedius + + - + +
S. hyicus + + - + -
S. schleiferi (subsp. _
+ + + - ind.
coagulans)

(+): prova positiva (-): prova negativa ind.: indeterminada
VP:Voges-Proskauer ONPG: ortonitrofenil B-galactosideo

4.4.4 Identificagdo das amostras de estafilococos coagulase-negativas

As amostras de estafilococos coagulase-negativas foram
identificadas utilizando-se o sistema APl Staph (Bio-Merieux, Franca). O
API Staph é um sistema padronizado para a identificacdo dos géneros
Staphylococcus, Micrococcus e Kocuria que comporta mini-testes
bioquimicos e uma base de dados.

A galeria API Staph é constituida de 20 microtubos que
contém os substratos desidratados (Figura 6). Os microtubos foram
inoculados com uma suspensao bacteriana preparada em APl Staph
Medium que reconstitui os testes. A suspensao bacteriana foi preparada a
partir de uma cultura recente (18-24 horas), de forma padronizada, com
turvagdo equivalente a 0,5 na escala de McFarland, sendo utilizada
imediatamente apos o preparo (Figuras 7 a 9).
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FIGURA 6 - Galeria de API Staph contendo mini-testes bioquimicos utilizada
para identificac@o de estafilococos coagulase-negativa. Observa-se
0s microtubos contendo os substratos desidratados (seta).

FIGURA 7 — Placa de Petri contendo agar Manitol utilizado para obtencdo da
cultura recente da amostra a ser identificada. Observa-se
crescimento apos 18-24 horas de incubagéo a 37° C.
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FIGURA 8 — Preenchimento dos microtubos da galeria de API Staph com a
suspensdo bacteriana em APl Staph Medium utilizando
micropipeta. Observa-se preenchimento unicamente dos tubos e
ndo das clpulas, sem ultrapassar o nivel dos mesmos (seta).

Apés a inoculacdo, as galerias foram incubadas a 37° C
por 18 a 24 horas. As reac¢fes produzidas durante o periodo de incubacédo
traduziram-se por alterac6es colorimétricas espontédneas ou reveladas
pela adicdo de reagentes (Figura 9). A leitura destas reacoes foi efetuada
consultando um quadro de leitura fornecido pelo fabricante. A
identificacéo foi obtida consultando uma base de dados do programa de
identificacdo, a partir de um perfil numérico.
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Reacdes positivas

FIGURA 9 — Adicdo de reagente para revelagdo das reac¢des bioquimicas nos
microtubos da galeria de APl Staph inoculada com suspenséo
bacteriana de estafilococos coagulase-negativa e incubada a 37° C
por 18 a 24 horas. Observa-se nos microtubos alteracdes
espontaneas da cor vermelha para amarela e da cor amarela para
vermelho/violeta (setas).

Reacdo negativa

FIGURA 10 — Galerias de API Staph inoculadas com suspensao bacteriana de
estafilococos coagulase-negativa apés incubacédo a 37° C por 18 a
24 horas. Observa-se nos microtubos alteragBes colorimétricas
(de incolor/rosa palido para rosal/violeta) reveladas pela adicao de
reagentes (setas) e a ficha para anotagao dos resultados.
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4.5 ldentificagdo das amostras de Enterobactérias e Pseudomonas

As amostras de Enterobactérias e Pseudomonas foram
identificadas utilizando-se o sistema APl 20E (Bio-Merieux, Franca). O
APl 20E é um sistema padronizado para a identficagdo de
Enterobactérias e de outros bacilos Gram-negativos ndo fastidiosos,

constituido de 21 mini-testes bioquimicos e uma base de dados (Figura
11).

FIGURA 11 — Galeria de API 20E contendo 20 mini-testes bioquimicos utilizada
para identificacdo de enterobactérias e bactérias do género
Pseudomonas. Observa-se os microtubos contendo os substratos
desidratados (seta).

A galeria APl 20E constitui-se de vinte microtubos que
contém os substratos desidratados. As suspensdes bacterianas foram
preparadas homogeneizando uma unica colbnia de culturas recentes (18-
24 horas) em agar MacConkey, em tubos de ensaio contendo 5 mL de
agua destilada estéril (Figuras 12 e 13). Os microtubos foram inoculados
com a suspensao bacteriana que reconstitui os testes (Figura 15). Apés a
inoculacéo, as galerias foram incubadas a 37° C por 18 a 24 horas. As
reagbes produzidas durante o periodo de incubacdo traduziram-se por
alteracbes colorimétricas espontdneas ou reveladas pela adicdo de
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reagentes. A leitura destas reagOes foi efetuada consultando quadro de
leitura fornecido pelo fabricante. A identificagdo foi obtida consultando
uma base de dados do programa de identificacdo, a partir de um perfil

numérico.

FIGURA 12 — Placa de petri contendo 4gar MacConkey utilizado para obtencéo
da cultura recente da amostra a ser identificada. Observa-se
crescimento apés 18-24 horas de incubacéo a 37° C.

FIGURA 13 — Preenchimento dos microtubos da galeria de APl 20E com a
suspensdo bacteriana em &gua destilada estéril utilizando
micropipeta. Observa-se preenchimento unicamente dos tubos e
ndo das clpulas, sem ultrapassar o nivel dos mesmos (seta).
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4.6 Andlise estatistica

Foram determinadas medidas de centralizagdo e
dispersdo dos valores obtidos de UFC/mL para o grupo tuberculose e
controle. Calculou-se o coeficiente de variacdo (quociente entre o desvio-
padrdo e a média) pelo fato deste parametro, na magnitude encontrada,
refletir dados caracteristicos de elevada dispersdo em termos relativos a
média. Em sequéncia aos calculos da Estatistica Descritiva acima citada,
foi testada a normalidade de cada um dos grupos utilizando-se o método
de Anderson-Darling. Verificou-se uma distribuicdo de natureza néo-
normal (“p-value” inferior ao nivel de 5% adotado para este estudo).

Para se comparar os grupos tuberculose e controle para
cada um dos microrganismos estudados, distribuidos de maneira nao-
normal, o método de comparacdo empregado foi de natureza n&o-
paramétrica, utilizando-se o teste de Mann-Whitney (também denominado
teste da soma de postos de Wilcoxon para duas amostras independentes)
com nivel de significancia de 5%. Todos os estudos estatisticos foram

realizados utilizando-se o programa Minitab®, release 13.



5 RESULTADOS

5.1 Populagéo estudada

Foram incluidos no presente estudo cem individuos,
sendo cinquenta individuos no grupo tuberculose e cinguenta individuos
no grupo controle de forma pareada de acordo com a idade, género e
condicdo bucal, sendo 17 individuos do género feminino (34%) e 33 do
género masculino (66%), com idade variando entre vinte e 73 anos. A
média de idade para os individuos do grupo tuberculose foi de 41,94 anos
e desvio padrdo de 15,29. Para os individuos do grupo controle a média
foi de 42,1 anos e desvio padrao de 15,28. A distribuicdo dos individuos
incluidos no estudo de acordo com género e idade esta representada no
guadro 14 (Apéndice C).

Foi realizado exame clinico para avaliacdo das condigdes
bucais de todos os individuos incluidos no estudo. Os individuos incluidos
no grupo controle apresentaram condicdes bucais semelhantes aos
individuos do grupo tuberculose. O quadro 11 apresenta as condi¢cdes
bucais avaliadas nos individuos do grupo tuberculose. Com relagdo a
condicao periodontal, observou-se elevada prevaléncia de individuos com
sangramento gengival (68%) e perda de insercao clinica (56%). Houve
também uma elevada prevaléncia de individuos com auséncia de
elementos dentérios (58%), excluindo-se o0s terceiros molares desta
avaliacdo, sendo que a média de dentes ausentes na populacdo estudada
foi de 5,16.
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Quadro 11 — Condi¢des bucais avaliadas nos individuos do grupo
tuberculose

Condicao bucal Numero de Porcentagem
individuos
Desdentado total 3 6%
Desdentado total com
] 1 2%
prétese
Desdentado parcial 2 4%
Desdentado parcial com
] 2 4%
prétese
Implantes dentarios 0 0
Aparelho ortoddntico 2 4%
Sangramento gengival 34 68%
Perda de insercao clinica 28 56%
Dentes Ausentes* 29 58%

* excluindo-se os terceiros molares

Todos os individuos incluidos no grupo tuberculose foram
previamente diagnosticados com tuberculose pulmonar e estavam sendo
submetidos a antibioticoterapia por um periodo minimo de 45 dias e
méaximo de seis meses no momento da coleta. Todos os individuos
estavam sendo submetidos a0 mesmo esquema terapéutico (esquema
basico), que consiste em uma associacao de isoniazida (INH), rifampicina
(RMP) e pirazinamida (PZA), durante dois meses, seguida por quatro
meses com INH e RMP, sendo que este esquema € indicado para todas
as formas de tuberculose pulmonar e extrapulmonar. A associacdo de
farmacos utilizada pelos individuos incluidos no estudo e o tempo de
tratamento no momento da coleta das amostras estdo representados no
Quadro 12. As dosagens dos farmacos utilizados no tratamento estédo
representados no Quadro 13.
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Quadro 12 — Distribuicdo de individuos do grupo tuberculose de acordo

com o0 esquema terapéutico utilizado e tempo de
tratamento
Esquema Tempo Esquema Tempo
N2 Pac. a _ _ P N2 Pac. a _ . P
Terapéutico (dias) Terapéutico (dias)
01 INH+RMP 120 26 INH+RMP+PZA 60
02 INH+RMP 75 27 INH+RMP 45
03 INH+RMP 180 28 INH+RMP+PZA 45
04 INH+RMP+PZA 60 29 INH+RMP+PZA 60
05 INH+RMP 75 30 INH+RMP+PZA 45
06 INH+RMP 90 31 INH+RMP 180
07 INH+RMP+PZA 60 32 INH+RMP+PZA 60
08 INH+RMP 90 33 INH+RMP 75
09 INH+RMP 90 34 INH+RMP 75
10 INH+RMP+PZA 60 35 INH+RMP 120
11 INH+RMP+PZA 60 36 INH+RMP+PZA 60
12 INH+RMP 135 37 INH+RMP 75
13 INH+RMP 165 38 INH+RMP 75
14 INH+RMP 120 39 INH+RMP 90
15 INH+RMP+PZA 60 40 INH+RMP 120
16 INH+RMP+PZA 60 41 INH+RMP+PZA 60
17 INH+RMP 90 42 INH+RMP 120
18 INH+RMP 120 43 INH+RMP 165
19 INH+RMP 90 44 INH+RMP+PZA 45
20 INH+RMP+PZA 60 45 INH+RMP+PZA 45
21 INH+RMP 90 46 INH+RMP 120
22 INH+RMP 120 47 INH+RMP+PZA 60
23 INH+RMP 90 48 INH+RMP 75
24 INH+RMP 120 49 INH+RMP 135
25 INH+RMP+PZA 60 50 INH+RMP+PZA 45

INH = isoniazida; RMP = rifampicina; PZA = pirazinamida
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Quadro 13 — Dosagens dos farmacos indicadas para todas as formas de
tratamento de tuberculose pulmonar e extrapulmonar
(BRASIL, FUNDACAO NACIONAL DA SAUDE™ 2002)

Peso do individuo
Fase do i ] 20Kga | 35Kga | Maisde45
Farmaco Até 20 Kg
tratamento 35 Kg 45 Kg Kg
mg/Kg/dia | mg/Kg/dia | mg/Kg/dia| mg/Kg/dia
Rifampicina 10 300 450 600
12 fase Isoniazida 10 200 300 400
Pirazinamida 35 1000 1500 2000
Rifampicina 10 300 450 600
2% fase
Isoniazida 10 200 300 400

No momento da coleta das amostras, 19 individuos (38%)
se encontravam na primeira fase do tratamento no momento da coleta,
sendo submetidos a associacao de rifampicina, isoniazida e pirazinamida
e 31 individuos (62%) estavam na segunda fase do tratamento, na qual
utiliza-se a associacgdo de rifampicina e isoniazida.

Os cinquenta individuos do grupo tuberculose incluidos no
estudo estavam sendo submetidos ao esquema terapéutico por no
minimo 45 dias e no maximo cento e oitenta dias, com média de 87,9 dias
e desvio padrao de 36,6. Os 19 individuos na primeira fase de tratamento
(INH+RMP+PZA) estavam sendo submetidos ao esquema terapéutico por
no minimo 45 e no maximo sessenta dias, com média de 56,05 dias e
desvio padrdo de 6,78. Os individuos que se encontravam na segunda
fase (INH+RMP) no momento da coleta, estavam sendo medicados por
um tempo minimo de 75 e méaximo cento e oitenta dias, com média de
107,41 dias e desvio padréo de 33,56.
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5.2 Género Candida

Dentre os individuos incluidos no estudo, 62% foram
positivos para Candida spp. na cavidade bucal, e 38% foram negativos.
No grupo tuberculose observou-se maior porcentagem de individuos
positivos para Candida spp. (72%) quando comparada com 0O grupo
controle (52%). A tabela 1 representa a distribuicdo percentual de
individuos positivos e negativos para Candida spp. na cavidade bucal em
ambos 0s grupos. Ao analisar a presenca de leveduras do género
Candida no sulco gengival, verificou-se maior prevaléncia de individuos
negativos tanto no grupo tuberculose quanto no grupo controle (62% e

90%, respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 1 — Distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos
para Candida spp. na cavidade bucal nos grupos
tuberculose e controle

Candida spp. Tuberculose (%) Controle (%) Total
Positivo 36 (72%) 26 (52%) 62 (62%)
Negativo 14 (28%) 24 (48%) 38 (38%)
Total 50 (100%) 50 (100%) 100 (100%)

Tabela 2 — Distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos
para Candida spp. no sulco gengival nos grupos tuberculose

e controle
Candida spp. Tuberculose (%) Controle (%) Total
Positivo 19 (38%) 5 (10%) 24 (24%)
Negativo 31 (62%) 45 (90%) 76 (76%)

Total 50 (100%) 50 (100%) 100 (100%)
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As medidas de centralizacdo e dispersdo dos valores
obtidos de UFC/mL para presenca de Candida spp. nos grupos
tuberculose e controle e coeficiente de variagdo estédo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 — Estatistica descritiva dos grupos tuberculose (TB) e controle
(C) para presenca de Candida spp. (UFC/mL) na cavidade
bucal e sulco gengival

Regido o Coef. . .
Grupo Meédia D.P. o Mediana Amplitude
da coleta variacao
Cavidade B 4112,8 7049 171,4 600 31580
Bucal C 1457,6 5279 362,2 20 35120
Sulco B 4242 1416 333,8 0 8993
Gengival C 5,01 19,53 389,7 0 100,2

D.P.: Desvio padrdo
TB: tuberculose; C: controle

Espécies de Candida foram detectadas em numero
significativamente maior na cavidade bucal (média log UFC/mL = 3,61) e
no sulco gengival (média log UFC/mL = 2,62) de individuos com
tuberculose pulmonar em relagdo aos controles (p=0,0085 e p=0,0103).

Esses dados estéo representados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Teste de Mann-Whitney (p<0,05) para comparagcao entre os
valores médios obtidos de UFC por mL para Candida spp.
nos grupos tuberculose (TB) e controle (C)

Regido da coleta Grupo Média Log 10 Valor p
_ B 4112,8 3,61

Cavidade bucal 0,0085*
1457,6 3,16
B 424,2 2,62

Sulco gengival 0,0103*
C 5,01 0,69

TB: tuberculose; C: controle

* diferenga estatisticamente significativa

No grupo de individuos com tuberculose foram isoladas

181 amostras de leveduras do género Candida. C. albicans foi a espécie

mais prevalente no grupo tuberculose, correspondendo a 60,8% dos

isolados, seguida de C. tropicalis (24,3%). A distribuicdo percentual das

espécies observadas no grupo tuberculose esta representada na Tabela

5.

Tabela 5 — Distribuicdo percentual de espécies de leveduras do género
Candida isoladas da cavidade bucal de individuos do grupo
tuberculose

Espécie NUumero de amostras Porcentagem
C. albicans 110 60,8
C. tropicalis 44 24,3
C. parapsilosis 8 4.4
C. stellatoidea 4 2,2
C. lipolytica 4 2,2
C. krusei 3 1,7
C. kefyr 3 1,7
C. glabrata 3 1,7
C. famata 1 0,5
C. guilliermondii 1 0,5
Total 181 100
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No grupo controle foram isoladas 119 amostras de
leveduras do género Candida, sendo que a espécie mais prevalente foi C.
albicans (89,9%). Os valores percentuais das espécies isoladas do grupo

controle estédo expressos na Tabela 6.

Tabela 6 — Distribuicdo percentual de espécies de leveduras do género
Candida isoladas da cavidade bucal de individuos do grupo

controle
Espécie NUumero de amostras Porcentagem
C. albicans 107 89,9
C. tropicalis 12 10,1
Total 109 100

Foi possivel observar a ocorréncia de uma maior
diversidade de espécies de Candida isoladas dos individuos do grupo

tuberculose em relagcéo aos controles, representada na figura 16.



(A) Grupo Tuberculose
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(B) Grupo Controle

o C. albicans
o C. krusei

m C. tropicalis
m C. kefyr

O C. parapsilosis OC. stellatoidea mC. lipolytica

o C. glabrata

m C. famata

m C. guilliermondii

FIGURA 13 — Espécies de leveduras do género Candida isoladas da cavidade

bucal de individuos dos grupos tuberculose (A) e controle (B)




93

5.3 Género Staphylococcus

Observou-se que 94% dos individuos incluidos no estudo
foram positivos para Staphylococcus spp. na cavidade bucal, sendo 96%
dos individuos do grupo tuberculose e 92% dos individuos do grupo
controle. No sulco gengival Staphylococcus spp. foi mais prevalente nos
individuos do grupo controle (44%) em relacdo aos individuos do grupo
tuberculose (38%). As Tabelas 7 e 8 representam a distribuicdo
percentual de individuos positivos e negativos para Staphylococcus spp.
na cavidade bucal e no sulco gengival, respectivamente, em ambos 0s

grupos.

Tabela 7 — Distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos
para Staphylococcus spp. na cavidade bucal nos grupos
tuberculose e controle

Staphylococcus spp. Tuberculose (%) Controle (%) Total
Positivo 48 (96%) 46 (92%) 94 (94%)
Negativo 2 (4%) 4 (8%) 6 (6%)
Total 50 (100%) 50 (100%) 100 (100%)

Tabela 8 — Distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos
para Staphylococcus spp. no sulco gengival nos grupos
tuberculose e controle

Staphylococcus spp. Tuberculose (%) Controle (%) Total
Positivo 19 (38%) 22 (44%) 41 (41%)
Negativo 31 (62%) 28 (56%) 59 (59%)

Total 50 (100%) 50 (100%) 100 (100%)
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As medidas de centralizacdo e dispersdo dos valores
obtidos de UFC/mL para presenca de Staphylococcus spp. nos grupos
tuberculose e controle e coeficiente de variagdo estédo apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9 — Estatistica descritiva dos grupos tuberculose (TB) e controle
(C) para presenca de Staphylococcus spp. (UFC/mL) na
cavidade bucal e sulco gengival

Regido o Coef. _ )
Grupo Média D.P. . . Mediana Amplitude
da coleta variacao
Cavidade B 2698 4362 161,6 850 18820
Bucal C 2782,8 3290 118,2 1380 13320
Sulco B 247,8 1199 483,9 0 7214
Gengival C 16,36 33,95 207,4 0 158,6

D.P.: Desvio padrao
TB: tuberculose; C: controle

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos tuberculose e controle para a presenca de
Staphylococcus spp. na cavidade bucal (p=0,3664) e no sulco gengival
(p=0,5404), sendo que os valores médios obtidos de UFC por mL em
ambos 0s grupos estdo representados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Teste de Mann-Whitney (p<0,05) para comparacao entre os
valores médios obtidos de UFC por mL para Staphylococcus
spp. nos grupos tuberculose (TB) e controle (C)

Regido da coleta Grupo Média Log 10 Valor p
_ B 2698 3,43

Cavidade bucal 0,3664
C 2782,8 3,44
B 247,8 2,39

Sulco gengival 0,5404
C 16,36 1,21

TB: tuberculose; C: controle

Foram isoladas 465 amostras de Staphylococcus spp.,
sendo 209 (44,9%) do grupo tuberculose e 256 (55,1%) do grupo controle.
Do total de amostras isoladas, 191 (41,1%) foram coagulase-positivas e
274 (58,9%) coagulase-negativas.

ApoOs a verificacdo dos resultados das provas bioquimicas
de producao de acido a partir da D-trealose e Voges-Proskauer as cepas
de Staphylococcus coagulase-positivas foram identificadas conforme
representado na Figura 17.
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Estafilococos coagulase-positivas

28,8%

71,2%

@ S. aureus O S. schleiferi

FIGURA 17 — Distribuicdo percentual de espécies de Staphylococcus coagulase-
positivas isoladas da cavidade bucal de individuos dos grupos
tuberculose e controle

S. aureus foi a espécie mais prevalente nos grupos
tuberculose (87,1%) e controle (63,6%). A figura 18 representa a
distribuicdo percentual de espécies de Staphylococcus coagulase-

positivas nos grupos tuberculose e controle.
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Grupo Tuberculose Grupo Controle

@ S. aureus OS. schleiferi

FIGURA 18 — Distribuicdo percentual de espécies de estafilococos coagulase-
positivas encontradas na cavidade bucal de individuos dos grupos
tuberculose (n=62) e controle (n=129)

As 274 amostras coagulase-negativas isoladas dos
grupos tuberculose e controle foram identificadas utilizando-se o sistema
API Staph (Bio-Merieux, Franga). No grupo de individuos com tuberculose
foram isoladas 147 amostras de estafilococos coagulase-negativas, e no
grupo controle, 127 amostras. S. epidermidis foi a espécie mais
prevalente tanto no grupo de individuos com tuberculose (40,8%) como
no grupo controle (63%). A distribuicdo percentual das espécies
identificadas nos grupos tuberculose e controle estédo representadas na

tabela abaixo.
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Tabela 11 - Distribuicdo percentual de espécies de estafilocococos
coagulase-negativas observadas nos grupos tuberculose
(n=147) e controle (n=127)

Grupo TB Grupo C Grupo Total
Espécie N2 amostras N2 amostras (%) N2amostras (%)
(%)

S. epidermidis 60 (40,8) 80 (63) 140 (51,2)
S. warneri 16 (10,9%) 4 (3,1%) 20 (7,3%)
S. capitis 14 (9,5%) 6 (4,7%) 20 (7,3%)
S. haemolyticus 12 (8,2%) 6 (4,7%) 18 (6,6%)
S. xylosus 11 (7,4%) 6 (4,7%) 17 (6,2%)
S. lugdunensis 3 (2,1%) 10 (7,9%) 13 (4,7%)
S. saprophyticus 8 (5,4%) 2 (1,6%) 10 (3,6%)
S. sciuri 3 (2,1%) 7 (5,6%) 10 (3,6%)
S. hominis 4 (2,7%) 4 (3,1%) 8 (2,9%)
S. lentus 4 (2,7%) 2 (1,6%) 6 (2,2%)
S. simulans 4 (2,7%) 0 4 (1,5%)
S. cohnii ureal 4 (2,7%) 0 4 (1,5%)
S. auricularis 3 (2,1%) 0 3 (1,1%)
S. chromogenes 1 (0,7%) 0 1 (0,4%)

Total 147(100%) 127(100%) 274 (100%)

TB: tuberculose; C: controle

Com relacdo ao numero total de amostras, incluindo
estafilococos coagulase positivas e negativas, para ambos 0s grupos, S.
epidermidis foi a espécie mais prevalente no grupo tuberculose (28,70%),
seguida de S. aureus (25,83%). No grupo controle verificou-se maior
prevaléncia de S. aureus (32,03%), seguida de S. epidermidis (24,60%).

O grupo tuberculose apresentou maior diversidade de

espécies em relacdo ao grupo controle. S. simulans (2,7%), S. cohnii ureal
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(2,7%), S. auricularis (2,1%) e S. chromogenes (0,7%) foram isoladas
somente do grupo tuberculose. As espécies de estafilococos coagulase-
negativas identificadas nos grupos tuberculose e controle estéo

representadas na Figura 16.

(A) Grupo Tuberculose

(B) Grupo Controle

@ S. epidermidis  m S.warneri O S. capitis O S. haemolyticus B S. xylosus
@ S. saprophyticus mS. hominis O S. lentus m S. lugdunensis @ S. sciuri
O S. simulans O S. cohnii ureal m S. auricularis m S. chromogenes

FIGURA 16 — Espécies de estafilococos coagulase-negativas isoladas da
cavidade bucal de individuos do grupo tuberculose (A) e
controle (B)
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5.4 Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae

A presenca de Enterobactérias e Pseudomonas na
cavidade bucal ocorreu em 56% dos individuos do grupo tuberculose e
em 48% dos individuos do grupo controle. No sulco gengival esses
microrganismos foram isolados de 18% dos individuos com tuberculose e
10% dos individuos controle. Esses dados estdo expressos nas Tabelas
12 e 13.

Tabela 12 — Distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos
para Enterobactérias e Pseudomonas na cavidade bucal nos
grupos tuberculose e controle

Enterobactérias/

Pseudomonas Tuberculose (%) Controle (%) Total
Positivo 28 (56%) 24 (48%) 52 (52%)
Negativo 22 (44%) 26 (52%) 48 (48%)
Total 50 (100%) 50 (100%) 100 (100%)

Tabela 13 — Distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos
para Enterobactérias e Pseudomonas no sulco gengival nos
grupos tuberculose e controle

Enterobactérias/

Tuberculose (%) Controle (%) Total
Pseudomonas
Positivo 9 (18%) 5 (10%) 14 (14%)
Negativo 41 (82%) 45 (90%) 86 (86%)

Total 50 (100%) 50 (100%) 100 (100%)
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As medidas de centralizacdo e dispersdo dos valores
obtidos de UFC/mL para presenca de Enterobactérias e Pseudomonas
nos grupos tuberculose e controle e coeficiente de variagdo estédo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Estatistica descritiva dos grupos tuberculose (TB) e controle
(C) para presenca de Enterobactérias e Pseudomonas
(UFC/mL) na cavidade bucal e sulco gengival

Regido da o Coef. _ )
Grupo Meédia D.P. . _  Mediana Amplitude
coleta variagao
Cavidade B 931,2 1716 184,2 40 7220
Bucal C 812,4 2591 318,9 0 12900
Sulco B 118,4 755 637,7 0 5344
Gengival C 17,8 68,3 382,4 0 334

D.P.: Desvio padrdo
TB: tuberculose; C: controle

Com relagdo a presenca de Enterobactérias e
Pseudomonas n&o houveram diferencas estatisticamente significativas
entre os valores médios obtidos de UFC por mL na cavidade bucal
(p=0,1648) e no sulco gengival (p=0,2879) no grupo de individuos com

tuberculose e no grupo controle (Tabela 15).
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Tabela 15 — Teste de Mann-Whitney (p<0,05) para comparacao entre os
valores médios obtidos de UFC por mL para
Enterobactérias e Pseudomonas nos grupos tuberculose
(TB) e controle (C)

Regido da coleta Grupo Média Log 10 Valor p
_ TB 931,2 2,96

Cavidade bucal 0,1648
C 812,4 2,90
TB 118,4 2,07

Sulco gengival 0,2879
C 17,8 1,25

TB: tuberculose; C: controle

Foram isoladas 244 amostras de Enterobacteriaceae e
bactérias do género Pseudomonas, sendo 147 (60,3%) do grupo
tuberculose e 97 (39,7%) do grupo controle. Essas amostras foram
identificadas utilizando-se o sistema API 20E (Bio-Merieux, Franca). A
distribuicdo percentual das espécies isoladas dos grupos tuberculose e

controle estao representadas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Distribuicdo percentual de espécies de enterobactérias e
Pseudomonas observadas nos grupos tuberculose e
controle

o Grupo Grupo
Espécie Grupo Total
Tuberculose Controle

Enterobacter cloacae 35 (23,8%) 20 (20,7%) 55 (22,6%)

Klebsiella oxytoca 9 (6,1%) 16 (16,6%) 25 (10,3%)
Chryseomonas luteola 15 (10,2%) 4 (4,1%) 19 (7,8%)
Klebsiella pneumoniae 11 (7,5%) 8 (8,2%) 19 (7,8%)
Enterobacter sakazakii 8 (7,5%) 9 (9,3%) 17 (7%)

Serratia liqguefaciens 11 (7,5%) 2 (2,1%) 13 (5,4%)
Escherichia coli 9 (6,1%) 2 (2,1%) 11 (4,5%)
Citrobacter freundi 5 (3,4%) 6 (6,2%) 11 (4,5%)
Serratia ficaria 7 (4,7%) 3 (3,1%) 10 (4,1%)
Enterobacter asburiae 6 (4,1%) 4 (4,1%) 10 (4,1%)
Serratia marcescens 9 (6,1%) 0 9 (3,7%)
Klebsiella ornithinolytica 3 (2%) 4 (4,1%) 7 (2,9%)
Pantoea spp. 1 (0,7%) 6 (6,2%) 7 (2,9%)

Serratia odorifera 4 (2,7%) 1 (1%) 5 (2%)

Kluyvera spp. 3 (2%) 2 (2,1%) 5 (2%)
Enterobacter aerogenes 1 (0,7%) 3 (3,1%) 4 (1,6%)
Pseudomonas 1 (0,7%) 1 (1%) 2 (0,8%)
aeruginosa
Pseudomonas 2 (1,4%) 0 2 (0,8%)
fluorescens
Burkholderia cepacia 1 (0,7%) 1 (1%) 2 (0,8%)
Citrobacter koseri 1 (0,7%) 1 (1%) 2 (0,8%)
Salmonella spp. 1 (0,7%) 1 (1%) 2 (0,8%)
Klebsiella terrigena 1 (0,7%) 1 (1%) 2 (0,8%)
Morganella morganii 1 (0,7%) 0 1 (0,4%)
Serratia plymuthica 1 (0,7%) 0 1 (0,4%)
Serratia fonticola 1 (0,7%) 0 1 (0,4%)
Shigella spp. 0 1 (1%) 1 (0,4%)
Enterobacter amnigenus 0 1 (1%) 1 (0,4%)

Total 147 (100%) 97 (100%) 244 (100%)
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E. cloacae foi a espécie mais prevalente tanto no grupo
tuberculose (23,8%) quanto no grupo controle (20,7%). As espécies mais
prevalentes no grupo tuberculose apés E. cloacae foram Chryseomonas
luteola (10,2%), Klebsiella pneumoniae e Serratia liquefaciens que
corresponderam a 7,5% dos isolados. No grupo controle Klebsiella
oxytoca (16,6%) e Enterobacter sakazakii (9,3%) foram as espécies mais
isoladas apos E. cloacae.

Houve pequena prevaléncia de microrganismos do
género Pseudomonas tanto na cavidade bucal de individuos do grupo
tuberculose como do grupo controle, sendo isoladas as espécies P.
aeruginosa e P. fluorescens. Foram isoladas duas amostras de P.
aeruginosa (0,8%), sendo uma no grupo tuberculose e uma no grupo
controle. Observou-se a presenca de P. fluorescens somente no grupo
tuberculose (0,8%). A distribuicdo grafica das espécies de enterobactérias
e Pseudomonas identificadas nos grupos tuberculose e controle estao

representadas na Figura 20.



(A) Grupo Tuberculose

=

(B) Grupo Controle
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@ E. cloacae m C. luteola

@ E. coli | E. sakazakii
O S. odorifera O Kluyveraspp.
m Pantoea spp. @ P. aeruginosa

O S. marcescens [@OP. fluorescens
O Shigella spp. O E. aminigenus

O S. liguefaciens
O S. ficaria

O K. pneumoniae
m E. asburiae

m K. ornithinolytica m B. cepacia

O E. aerogenes
@ M. morganii

0 Salmonella spp.
O S. plymuthica

| K. oxytoca
m C. freundii
m C. koseri

O K. terrigena
m S. fonticola

FIGURA 17 — Espécies de Enterobactérias e Pseudomonas isoladas da
cavidade bucal de individuos do grupo tuberculose (A) e

controle (B)




6 DISCUSSAO

O presente estudo teve o objetivo de avaliar se a terapia
antibiotica utilizada no tratamento de individuos com tuberculose
pulmonar pode favorecer a colonizagdo da cavidade bucal por
microrganismos potencialmente oportunistas como leveduras do género

Candida, Staphylococcus spp., bacilos entéricos e Pseudomonas.

6.1 Populagcéo estudada

A tuberculose continua sendo importante problema de
saude publica, especialmente em paises em desenvolvimento, como o
Brasil. Apesar dos progressos registrados e da eficacia da estratégia de
controle de tuberculose adotada, o Brasil ainda apresenta elevada
incidéncia de casos notificados da doencga, com aproximadamente cem
mil casos novos anualmente. Em todas as unidades federativas existem
municipios, especialmente em areas metropolitanas e periféricas das
grandes cidades, em que sao registradas taxas altissimas de incidéncia
de tuberculose. O estado de S&o Paulo tem apresentado redugdao no
namero de casos novos de tuberculose registrados, entretanto a taxa de
incidéncia ainda é considerada elevada. No ano de 2005 foram
registrados mais de 16 mil casos novos, considerando-se todas as formas
clinicas de tuberculose, sendo a taxa de incidéncia de tuberculose
pulmonar superior a 8 mil casos novos neste ano (CENTRO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DO ESTADO DE SAO PAULO?, 2005).

M. tuberculosis e outras micobactérias patogéncias

apresentam crescimento lento e tem a capacidade de se instalar no
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interior de macrofagos, células reticulo-endoteliais e células gigantes. A
localizacao intracelular e a resisténcia antimicrobiana sdo caracteristicas
que dificultam a quimioterapia e favorecem a persisténcia de
microrganismos. Em virtude disso, o tratamento da tuberculose pulmonar
consiste na administracdo de mudltiplos agentes antimicrobianos por um
periodo minimo de seis a nove meses.

Os individuos com tuberculose pulmonar incluidos no
presente estudo estavam sendo submetidos ao mesmo esquema
terapéutico. Esse esquema consistia, numa primeira fase, de uma
associacao de isoniazida, rifampicina e pirazinamida durante dois meses,
seguida por uma segunda fase, de quatro meses com isoniazida e
rifampicina, por um periodo minimo de 45 dias e maximo de seis meses.
E importante ressaltar que os 31 individuos que estavam na segunda fase
do tratamento (INH+RMP), ja haviam sido submetidos a terapia com
pirazinamida na primeira fase.

Com relacéo as condi¢cdes de saude bucal da populacdo
estudada, observou-se elevada incidéncia de patologias periodontais,
caracterizadas pela presenca de sangramento gengival e perda de
inser¢éo clinica, e elevado numero de elementos dentarios ausentes,
sendo que em 85% do casos houve necessidade de encaminhamento dos
individuos para tratamento odontolégico.

Os antimicrobianos constituem o principal fator de
alteragdo da microbiota normal do organismo, provocando sua
substituicdo por microrganismos resistentes aos farmacos em uso, 0s
quais proliferam e podem provocar quadros patolégicos recorrentes
denominados superinfeccdo (VAN WINKELHOFF et al.'’®, 1996). Os
microrganismos que mais frequentemente estdo implicados no
desenvolvimento de  superinfecgdbes sdo  Enterococcus  spp.
Staphylococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, enterobactérias e
Candida spp. (ALVAREZ et al.”, 2005).
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Leveduras do género Candida sdo considerados fungos
comensais comumente isolados da cavidade bucal, trato gastrointestinal e
mucosa vaginal, onde residem em equilibrio com a microbiota local e com
o sistema imune do hospedeiro. A defesa imunoldgica contra esses
microrganismos deve-se a mecanismos inespecificos, como integridade
das mucosas e atividade de leucocitos e macréfagos, e mecanismos
especificos, incluindo producdo de anticorpos e imunidade mediada por
células. Entretanto, Candida spp. possuem fatores de viruléncia capazes
de produzir infeccbes em individuos com alteragcbes da resposta
imunoldgica em decorréncia de infeccao por HIV, neutropenia, distarbios
enddcrinos e utilizacdo prolongada de farmacos imunossupressores,
corticosteroides e antibidticos.

Estafilococos possuem numerosos fatores de viruléncia
e estao envolvidos em diversas doencgas sistémicas potencialmente fatais,
incluindo pneumonia, septicemia e endocardite, e infec¢cdes oportunistas.
Enterobactérias produzem uma variedade de doencas

humanas, incluindo casos de septicemia, infeccdes urinarias e infeccdes
intestinais. Algumas espécies de Salmonella, Shigella e Yersinia pestis
estdo sempre associadas a doenca em seres humanos, enquanto outras
como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis sao
membros da microbiota humana que podem causar infeccdes
oportunistas. Pseudomonas sdo microrganismos ubiquos, possuem
capacidade de crescimento em praticamente qualquer ambiente,
apresentam numerosos fatores estruturais e toxinas que aumentam sua
viruléncia e ampla resisténcia antimicrobiana. Apesar disso, ndo sao
patdgenos comuns sendo as infec¢cdes por Pseudomonas basicamente
oportunistas.

Enterobactérias e Pseudomonas sao frequentemente
descritos como patdgenos em infec¢gdes nosocomiais e infec¢des agudas,
entretanto ndo sédo usualmente estudados na cavidade bucal humana.

Quando presentes, geralmente encontram-se em pequeno nimero e Sio
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considerados como parte da microbiota transitoria. Diversos fatores
podem resultar em alteragcbes na microbiota bucal, e especialmente em
individuos imunossuprimidos esses microrganimos podem ocorrer em
nameros elevados. Em virtude da possibilidade da administracéo
sisttmica de antimicrobianos promover aumento de estafilococos,
enterobactérias e Pseudomonas e dos importantes fatores de viruléncia
apresentados por estes microrganismos em uma grande variedade de
infeccbes humanas, pareceu plausivel avaliar sua ocorréncia na cavidade

bucal de individuos com tuberculose pulmonar.

6.2 Género Candida

InfeccBes por leveduras do género Candida representam
atualmente um problema significativo especialmente entre individuos
imunossuprimidos. No presente estudo observou-se que, no grupo de
individuos diagnosticados com tuberculose pulmonar e que estavam
sendo submetidos a antibioticoterapia, a porcentagem de individuos
positivos para leveduras do género Candida foi de 72%. Esse resultado
mostrou-se inferior em relagéo ao obtido por Ribeiro™® (2003), onde foi
observada prevaléncia de 88% de leveduras do género Candida em
individuos receptores de transplante cardiaco ortotopico e que né&o
apresentavam evidéncia clinica de candidose bucal. A prevaléncia de
Candida spp. relatada por Belazi et al.’® (2005) na cavidade bucal de
individuos com diabetes mellitus tipo Il foi de 64%, inferior aos resultados
do presente estudo. Por outro lado, os resultados do presente estudo
mostraram-se semelhantes aos observados por Figueiredo et al.*? (2001),
gue relataram a ocorréncia de Candida spp. em 70,97% dos individuos
HIV-positivos analisados.

A ocorréncia de Candida spp. pode ser observada na
cavidade bucal de individuos saudaveis, uma vez que sdo considerados

fungos comensais. Observou-se neste estudo a ocorréncia de Candida
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spp. em 52% dos individuos saudaveis incluidos no grupo controle, sendo
que esses resultados estdo em concordancia com os obtidos por

Ribeiro*®

(2003), de 56%. Maior prevaléncia de Candida na saliva de
individuos com fatores predisponentes, entre eles, presenca de proéteses,
aparelhos ortodonticos, doenca periodontal e respiradores bucais (73,8%)
foram demonstrados no estudo de Jorge et al.”? (1997). Nesse trabalho
observou-se ainda uma prevaléncia inferior (38,42%) de individuos
positivos para Candida em relacéo a referida no presente estudo. Martins
et al.”” (2002) também relataram maior prevaléncia de Candida spp. na
cavidade de individuos saudéaveis, de 61,76%, em relacdo ao presente

estudo. Entretanto, Belazi et al.°

(2005) observaram uma menor
prevaléncia de leveduras do género Candida em individuos
sistemicamente saudaveis (40%).

Essas diferencas na prevaléncia de Candida spp. podem
estar relacionadas com o método de coleta das amostras empregado. No
presente estudo as amostras da cavidade bucal foram coletadas pela
técnica de enxagiie bucal, enquanto que no estudo de Jorge et al.’
(1997) foram coletadas amostras de saliva e Belazi et al.*® (2005)
obtiveram amostras da cavidade bucal com a utilizagdo de swabs.

Sabe-se que o uso prolongado de antibiéticos pode estar
relacionado com alteracdes da microbiota bucal normal e possivel
aumento na ocorréncia de microrganismos oportunistas como leveduras
do género Candida. Foi possivel observar, no presente estudo, que
espécies de Candida foram detectadas em numero significativamente
maior na cavidade bucal e no sulco gengival de individuos com
tuberculose em relagcéo aos controles.

Quanto as espécies encontradas, C. albicans foi a mais
freqientemente isolada em ambos 0s grupos, seguida por C. tropicalis. C.
albicans foi isolada de 60,8% dos individuos do grupo tuberculose, o que
esta de acordo com diversos estudos os quais relataram que C. albicans é

a espécie predominante na cavidade bucal, constituindo 60 a 70% do total



111

de isolamento, seguida por C. tropicalis (STENDERUP*®®, 1990; JORGE
et al.”?, 1997; GRIMOUD et al.>?, 2003; RIBEIRO"®*, 2003; MARTINS et
al.?®, 2002; ZOLLNER & JORGE®’, 2003). A presenca de C. glabrata, no
entanto, ndo seguiu a predominancia esperada apos C. albicans e C.
tropicalis, como relatada pelos mesmos autores. Neste estudo, C.
parapsilosis foi a espécie mais prevalente ap6s C. tropicalis, sendo
isolada de 4,4% dos individuos com tuberculose pulmonar. Por outro lado,
C. glabrata foi observada numa frequéncia de 1,7%, inferior a relatada em
varios estudos de 7 a 24% (CANNON et al.*, 1995; JORGE et al.”?, 1997;
FIGUEIREDO et al.*, 2001; GRIMOUD et al.?, 2003; ZOLLNER &
JORGE®’, 2003). Considerou-se no presente estudo C. dubliniensis e C.
albicans como um grupo, em virtude da semelhanca fenotipica entre estas
espécies, ndo tendo sido realizada a identificacdo molecular de C.
dubliniensis.

Observou-se também neste estudo, maior diversidade de
espécies de Candida no grupo de individuos com tuberculose pulmonar.
Neste grupo, além de amostras de C. albicans e C. tropicalis, foram
isolados também C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. lipolytica, C. krusei, C.
kefyr, C. glabrata, C. famata e C. guilliermondi, enquanto no grupo
controle foram isoladas somente C. albicans e C. tropicalis. Esses
resultados estdo em concordancia com estudos prévios que relataram
uma prevaléncia mais elevada de espécies nado-albicans em individuos
com fatores predisponentes (JORGE et al.”?, 1997; KOMIYAMA et al.®,
2004).

6.3 Género Staphylococcus

No presente estudo, foi observada elevada prevaléncia de
Staphylococcus spp. em ambos 0s grupos (96% no grupo tuberculose e
92% no grupo controle). Esses resultados foram superiores aos relatados

por Pannutti et al.'** (2001) de 13,3% no biofilme supragengival de
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individuos portadores de paralisia cerebral institucionalizados, e por
Loberto et al.®® (2004) de 61,36% na cavidade bucal de individuos
diagnosticados com periodontite cronica. Entretanto, nossos resultados

concordam com os descritos por Martins et al.®’

(2002), que observaram a
presenca de Staphylococcus spp. em 95,6% dos individuos avaliados.
Considera-se que as fossas nasais constituem o local de maior frequéncia
de isolamento de Staphylococcus spp. (KONEMAN et al.®>, 2001; UENO
& JORGE™®, 2006). As elevadas prevaléncias deste microrganismo na
cavidade bucal humana sugerem que esta pode constituir um reservatério
de estafilococos tdo importante quanto as fossas nasais.

Estafilococos tem sido isolados tanto de sitios
subgengivais de individuos diagnosticados com doenca periodontal
quanto de sitios periodontalmente saudaveis, sendo que Murdoch et al.***
(2004) relataram que a presenca destes microrganismos variou de 29% a
54%. Nossos resultados concordam com esses dados, pois foram
isolados Staphylococcus spp. do sulco gengival de 38% dos individuos
com tuberculose e de 44% dos individuos controle. A andlise estatistica
nao demonstrou diferencas significativas entre os grupos tuberculose e
controle para os valores médios obtidos de UFC por mL de
Staphylococcus na cavidade bucal e no sulco gengival.

Do total de amostras isoladas de Staphylococcus spp.
neste estudo, 58,9% eram coagulase-negativas e 41,1% foram
coagulase-positivas, o que difere dos resultados obtidos por Pannutti et
al.”?® (2001), que relataram que todas as amostras (100%) de
estafilococos isoladas de individuos com deficiéncia mental
institucionalizados foram identificadas como coagulase-positivas. Martins
et al.”” (2002) apresentaram resultados semelhantes aos descritos no
presente estudo, sendo que 63% das amostras obtidas da cavidade bucal
dos individuos analisados foram coagulase-negativas. Apesar de
estafilococos coagulase-negativas terem sido considerados por muitos

anos como tendo pequena importancia clinica, atualmente sabe-se que
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estes microrganismos estdo associados importantes patologias humanas
como infec¢des urinarias, endocardite, infeccdes de véalvulas cardiacas,
osteomielites e infec¢cdes nosocomiais. A incidéncia de bacteriemias
causadas por estafilococos coagulase-negativas tem aumentado
significativamente, sendo que aproximadamente metade dos O&bitos
associados a bacteriemias sdo causados por espécies de estafilococos
coagulase-negativas (DARINI et al.**, 1994: PATTI et al.'?? 1994;
OHMAN et al."*®, 1995; KONEMAN et al.®®, 2001; PENAFIEL et al.'®,
2003; CHANG et al.?*, 2004; MEMMEL et al.**?, 2004).

No presente estudo S. epidermidis foi a espécie mais
prevalente no grupo tuberculose, correspondendo a 28,70% do total de

isolados. Loberto et al.®®

(2004) também relataram maior prevaléncia de
S. epidermidis na cavidade bucal de individuos com doenca periodontal,
sendo a prevaléncia relatada por estes autores semelhante (27,27%) a
encontrada no presente estudo. No grupo controle observou-se maior
freqUiéncia de S. aureus (32,03%), seguida de S. epidermidis (24,60%).

S. aureus foi a segunda espécie mais prevalente apdés S.
epidemidis nos individuos com tuberculose pulmonar. No presente estudo,
essa espécie correspondeu a 11,6% dos isolados no grupo tuberculose.
Esses resultados foram inferiores aos observados no estudo realizado por

Loberto et al.%®

(2004), no qual S. aureus representou 25% das amostras
isoladas, utilizando método similar a descrita no presente estudo para a
coleta das amostras. Prevaléncia semelhante de S. aureus na cavidade

bucal foi relatada por Martins et al.?’

(2002), sendo este microrganismo
identificado em 13,9% das amostras de enxague bucal. Contrariamente,
Belazi et al.’® (2005) relataram uma prevaléncia elevada de S. aureus
(52,4%) na mucosa bucal de individuos portadores de proteses dentarias.
As elevadas prevaléncias de espécies patogénicas de estafilococos
enfatizam a importancia da cavidade bucal como reservatoério significativo
desses microrganismos, podendo resultar na disseminacdo para outras

regibes do organismo, especialmente em individuos imunossuprimidos,
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assim como na transmissdo destes para outros individuos, alimentos e
objetos.

Algumas espécies de estafilococos isoladas no presente
estudo de ambos o0s grupos ndo sdo consideradas como parte da
microbiota bucal. S. warneri e S. capitis foram isolados da cavidade bucal
tanto do grupo de individuos com tuberculose pulmonar (10,9% e 9,5%,
respectivamente) como no grupo de individuos controle (3,1% e 4,7%,
respectivamente). Entretanto, a presenca dessas espécies na cavidade
bucal também foi relatada no estudo de Loberto et al.>® (2004), sendo que

S. warneri foi identificado em 6% e S. capitis em 12,12% das amostras.

6.4 Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae

As bactérias das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae sao exaustivamente estudadas pela area médica,
sendo conhecida sua patogenicidade no organismo humano, porém, na
cavidade bucal estas bactérias ndo eram consideradas patogénicas
(PETERSON et al.'?® 1990; SLOTS et al.'®*, 1990; SLOTS et al.*®,
1991).

A prevaléncia de Enterobacteriaceae e bactérias do
género Pseudomonas encontrada neste estudo foi elevada tanto na
cavidade bucal dos individuos com tuberculose pulmonar (56%) como nos
individuos do grupo controle (48%). Esses resultados foram semelhantes

aos observados por Santos & Jorge'*

(1998), que também relataram
prevaléncia bastante elevada (51%) de Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae na cavidade bucal de individuos brasileiros em
amostragem heterogénea e aleatdéria. A alta prevaléncia de
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na cavidade bucal pode
representar um reservatorio destes microrganismos, o0 que poderia
comprometer gravemente a vida de individuos debilitados ou

imunossuprimidos.
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Por outro lado, Pannutti et al.*?*

(2001) obtiveram em seu
estudo, menor prevaléncia de Enterobacteriaceae e bactérias do género
Pseudomonas, tendo sido verificada a presenca desses microrganismos
no biofilme supragengival de 33% dos individuos analisados.

Santos et al.**® (2002), em trabalho utilizando a mesma
metodologia, observaram menor ocorréncia de Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae na cavidade bucal de individuos com periodontite
cronica (43,18%) quando comparado com o presente estudo.

Os resultados deste trabalho demonstraram prevaléncia
de Enterobacteriaceae e bactérias do género Pseudomonas no sulco
gengival de 18% nos individuos do grupo tuberculose e de 10% nos
individuos do grupo controle. Slots et al.”>> (1988) relataram prevaléncia
de bacilos entéricos e pseudomonas (10,2%) na microbiota subgengival
de individuos com doenca periodontal semelhante a observada no grupo
controle do presente estudo utilizando o mesmo sistema de identificagédo
(API 20E). O estudo realizado por Slots et al.**® (1990) em individuos com
doenca periodontal relataram ocorréncia semelhante  destes
microrganismos (14%) a observada por Santos et al.**® (2002) na
microbiota subgengival dos individuos avaliados (15,9%). Nossos
resultados demonstraram prevaléncia pouco superior no grupo
tuberculose, mas inferior no grupo controle aos observados por estes
autores. Entretanto, no presente trabalho, a amostragem foi aleatéria com
relacdo a condi¢cdo periodontal, sendo a populacdo estudada bastante
heterogénea.

Ainda nao esta esclarecido o papel patogénico de bacilos
entéricos e pseudomonas na microbiota subgengival. Entretanto nos
estudos de Slots et al.'* (1988) e Slots et al.*®* (1990) os individuos
avaliados haviam sido tratados com antibidticos sistémicos de amplo
espectro, por ndo apresentarem resposta satisfatoria aos procedimentos
periodontais convencionais. Sendo assim, 0S autores sugerem que a

presenca de enterobactérias e pseudomonas em numeros elevados na
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microbiota subgengival pode ser resultado da antibioticoterapia prévia
utilizada, e que estes grupos de microrganismos podem atuar como co-
fatores na destruicdo dos tecidos periodontais.

De acordo com nossos resultados, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valores médios obtidos de UFC por
mL para Enterobacteriaceae e bactérias do género Pseudomonas na
cavidade bucal e sulco gengival de individuos submetidos a
antibioticoterapia para tratamento de tuberculose pulmonar e grupo
controle.

No presente estudo foram isoladas 244 amostras de
Enterobacteriaceae e bactérias do género Pseudomonas, sendo 147
(60,3%) do grupo tuberculose e 97 (39,7%) do grupo controle. E. cloacae
foi a espécie mais prevalente tanto no grupo tuberculose (23,8%) quanto
no grupo controle (20,7%), resultados também encontrados por Santos &
Jorge'® (1998) e Santos et al.'*® (2002) em prevaléncias mais elevadas
(31% e 43,75%, respectivamente).

Klebsiella oxytoca foi a segunda espécie mais
freqientemente isolada da cavidade bucal dos individuos do grupo
controle neste estudo, numa frequéncia de 16,6%. No estudo de Santos &

Jorge®®

(1998) foi observada maior prevaléncia de outra espécie de
Klebsiella, ap6s E. cloacae, que foi Klebsiella pneumoniae,
correspondendo a 18,3% do total de isolamento, seguida entdo de K.
oxytoca (14,1%). Nossos resultados demonstraram uma menor
prevaléncia de K. pneumoniae tanto no grupo tuberculose quanto no
grupo controle em relacéo ao estudo de Santos & Jorge'*® (1998), sendo
este microrganismo isolado de 7,5% e 8,2% das amostras,
respectivamente. Entretanto, K. oxytoca também foi a espécie mais
prevalente (12,5%) apds E. cloacae no estudo de Santos et al.**® em
2002.

Contrariamente, no grupo de individuos com tuberculose

pulmonar observou-se maior prevaléncia de Chryseomonas luteola
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(10,2%), ap6s E. cloacae, resultado que difere do estudo de Santos e

145

Jorge™™ (1998) que nao relatou a ocorréncia desta espécie na cavidade

bucal dos individuos analisados, e também do estudo de Santos et al.**
(2002), no qual esta espécie foi isolada em baixa frequiéncia (2,08%).

Pseudomonas foram encontradas em baixa prevaléncia
no presente estudo, sendo isoladas as espécies Pseudomona aeruginosa
(0,8%) e Pseudomonas fluorescens (0,8%). P. aeruginosa foi isolada tanto
no grupo tuberculose (0,7%) como no grupo controle (1%), sendo este
microrganismo de importancia meédica significativa devido a sua
resisténcia a antibidticos e desinfetantes (AGARWAL et al.?, 2005;
VITKAUSKIENE et al.'”®, 2005; MATHUR et al.'®°, 2005). Esta espécie de
Pseudomonas foi relatada como a mais isolada da familia
Pseudomonadaceae nos estudos de Santos & Jorge'* (1998) e Santos et
al.'*® (2002). P.fluorescens foi isolada somente da cavidade bucal de
individuos com tuberculose pulmonar (1,4%), sendo esta prevaléncia igual
& observada no estudo de Santos & Jorge'* (1998). Por outro lado, P.
fluorescens néo foi encontrada na cavidade bucal de individuos com
doenca periodontal, realizado por Santos et al.**® (2002).

A elevada prevaléncia de Enterobacteriaceae na cavidade
bucal tanto de individuos com tuberculose pulmonar quanto de individuos
sistemicamente saudaveis verificada no presente estudo e em
concordancia com estudos prévios (SANTOS & JORGE', 1998;
SANTOS et al.'**, 2002) podem levantar a hipétese de que a incidéncia
destes microrganismos na cavidade bucal possa estar relacionada a
nameros elevados de coliformes na agua de abastecimento e nos
alimentos, observada nos paises subdesenvolvidos.

Esta elevada prevaléncia € bastante importante, visto que
a cavidade bucal pode representar um reservatorio destes
microrganismos, com capacidade de produzir uma grande variedade de

enzimas e toxinas, envolvidos em infeccbes humanas severas. Desta
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forma, a presenca destes microrganismos pode acarretar sérios
comprometimentos a vida de individuos debilitados e imunossuprimidos.
Candida spp., Staphylococcus spp., bactérias das familias
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae tem sido descritos cada vez
mais como patdgenos oportunistas potenciais, envolvidos em processos
de superinfeccdes, podendo ser encontrados em elevadas prevaléncias
na cavidade bucal humana. Neste contexto, mais estudos sobre a
viruléncia, patogenicidade e correlacdo com outros microrganismos sao

de grande importancia.



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, concluimos que:

a)

b)

d)

f)

a quantidade de leveduras do género Candida foi
detectada em numero significativamente maior na
cavidade bucal e no sulco gengival de individuos com
tuberculose pulmonar em relagdo aos controles;
Candida albicans foi a espécie mais prevalente,
seguida de C. tropicalis, em ambos 0s grupos.
Observou-se a ocorréncia de uma maior diversidade
de espécies de Candida isoladas dos individuos do
grupo tuberculose em relagéo aos controles;

nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos tuberculose e controle
para a quantidade de Staphylococcus spp.,
Enterobactérias e Pseudomonas na cavidade bucal e
no sulco gengival,

Staphylococcus epidermidis foi a espécie mais
prevalente no grupo tuberculose, seguida de S.
aureus. No grupo controle observou-se uma
frequéncia semelhante de S. epidermidis e S. aureus;
Enterobacter cloacae foi a espécie mais prevalente de
Enterobactérias tanto no grupo tuberculose quanto no
grupo controle.

Observou-se uma maior diversidade de espécies de
Staphylococcus e Enterobactérias isoladas dos
individuos do grupo tuberculose em relacdo aos

controles.
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Anexo B — Termo de informacédo e consentimento para a participacdo em

pesquisa clinica.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: Microrganismos superinfectantes na cavidade bucal de
individuos submetidos a antibioticoterapia para tratamento de

tuberculose pulmonar.

Pesquisadores:
Silvia Maria Rodrigues Querido
Antonio Olavo Cardoso Jorge

Faculdade de Odontologia, Campus de Séo José dos Campos — UNESP

Introducéo

As informacdes a seguir descreverdo esta pesquisa e 0
papel que vocé terd como participante. Os pesquisadores responsaveis
pelo estudo responderéo a todas as perguntas que vocé possa ter sobre o
estudo. Leia-0 atenciosamente e ndo tenha duvida em perguntar qualquer

coisa sobre as informagdes abaixo.

Propdsito

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa
clinica cujo objetivo € determinar a presenca de leveduras, estafilococos,
enterobactérias e pseudomonas em sulco gengival/bolsa periodontal e
cavidade bucal de individuos submetidos a terapia antibiética prolongada,

utilizado no tratamento de tuberculose e individuos controle.

Descricao
Serdo incluidos no presente estudo individuos

previamente diagnosticados com tuberculose no Ambulatério de Tisiologia
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da Policlinica Il do Departamento de Saude da Prefeitura Municipal de
Taubaté durante um ano, portadores ou ndo de doenga periodontal e

individuos sistemicamente saudaveis.

Custo e pagamento
N&o havera nenhum custo adicional para o voluntario. O
material necessario para o desenvolvimento do estudo sera de

responsabilidade dos pesquisadores.

Sigilo

O individuo que concordar em participar deste estudo tera
seus dados cadastrados em uma ficha que pertence aos participantes do
grupo de pesquisa, que se comprometem em manter segredo sobre a
identidade do voluntario e a ndo divulga-la na publicacdo deste trabalho

OU a outras pessoas.

Direito de se retirar da pesquisa

O voluntéario pode recusar-se a participar deste estudo e a
sua decisdo ndo afetara negativamente o atendimento. Deve também
estar ciente de que os pesquisadores podem pedir para que ele se retire
do estudo. O individuo tera liberdade de desistir de participar em qualquer

momento, sem nenhum prejuizo a ele e nenhuma punicao.

Desconforto, riscos e beneficios esperados

As amostras serdo coletadas através de bochechos e
cones de papel absorvente, e o0 exame clinico ao qual o individuo sera
submetido ndo causa trauma, ndo acarreta dor ou qualquer risco ou custo
ao individuo. Por outro lado, oferece elevada possibilidade de gerar
conhecimento para a compreenséo, diagnostico e prevencdo da infeccao
periodontal que afeta o bem-estar dos participantes desta pesquisa e de

outros individuos.
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Linguagem acessivel e esclarecimentos

Todo voluntario devera estar em condi¢cdes de autonomia
plena e boa saude geral. Os esclarecimentos e informacdes fornecidos ao
voluntario sobre a forma como o trabalho sera realizado e seus objetivos

serédo feitos com uma linguagem clara e acessivel.

Consentimento voluntario

O voluntario deve certificar-se de que leu o exposto
acima, bem como que compreendeu o conteido. Uma copia sera
entregue a ele e outra sera arquivada junto aos documentos dos
pesquisadores. A assinatura deste termo significa concordancia em

participar do estudo experimental.

Contato: Departamento de Biociéncias e Diagnéstico Bucal
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP
Disciplina de Microbiologia e Imunologia
Telefone: (12) 3947-9033



150

Eu, ,

nascido €) em [ , na cidade de
, portador (@) do

RG e CPF

residente na , n° , estado civil

desejo participar da pesquisa sobre “Microrganismos

superinfectantes em cavidade bucal de individuos submetidos a
antibioticoterapia para tratamento de tuberculose pulmonar” e tenho pleno
conhecimento que o presente estudo tem como objetivo favorecer a
pesquisa, o diagnostico e o tratamento. Concordo que fotografias,
histéricos clinicos, resultados de exames clinicos constituem propriedade
da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos/UNESP, a qual
dou plenos direitos de retencdo e uso para quaisquer fins de ensino,
pesquisa, divulgacdo em jornais e/ou revistas cientificas. Declaro também
ter lido e entendido a carta de informacé&o e consinto a minha participacao

no estudo.

Assinatura — Data: [/
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Apéndice A — Ficha de anamnese utilizada para os individuos do grupo

Tuberculose.

Dados Pessoais

Nome:

Data de Nascimento: [ ] Idade: Género:

Endereco:
Cidade: Estado: CEP:
Telefone: ( )
RG: CPF:

Historia Médica

Forma clinica de tuberculose: () Pulmonar
() Extrapulmonar

Forma:

Inicio do Tratamento: / /

Esquema de Tratamento
Data de Coleta: / /

Tempo de tratamento no momento de coleta:

Tempo previsto de tratamento:

Outros medicamentos:

Outras alteracdes sistémicas:
HIV:




Historia Odontoldgica

Faz tratamento odontoldgico?

Condicédo bucal:

) Desdentado total

) Desdentado total com protese

) Desdentado parcial

) Desdentado parcial com protese
) Implantes dentarios

) Aparelho ortodontico fixo

) Aparelho ortodéntico removivel

) Sangramento Gengival

AN AN AN AN AN AN N N/

Total de dentes ausentes:

) Perda de insercédo clinica. Total de dentes com PIC:

Necessidade de tratamento: () Sim () N&o

Encaminhamento:

152
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Apéndice B — Ficha de anamnese utilizada para os individuos do grupo

controle.

Dados Pessoais

Nome:

Data de Nascimento: [ ] Idade: Género:

Endereco:
Cidade: Estado: CEP:
Telefone: ( )
RG: CPF:

Hist6ria Médica

Héa quanto tempo foi sua ultima consulta médica?

Qual o motivo?

No momento esta fazendo algum tratamento médico? ( ) Sim () Nao

Qual tratamento?

Esta tomando algum medicamento? ( )Sim ( ) N&o

Qual?
Esta gravida? Toma anticoncepcional?
Consome bebida alcodlica? Com que frequéncia?

Consome algum tipo de droga?

Fumante?




Historia Odontoldgica

Faz tratamento odontoldgico?

Condicédo bucal:

) Desdentado total

) Desdentado total com protese

) Desdentado parcial

) Desdentado parcial com protese
) Implantes dentarios

) Aparelho ortodontico fixo

) Aparelho ortodéntico removivel

) Sangramento Gengival

AN AN AN AN AN AN N N/

Total de dentes ausentes:

) Perda de insercéo clinica. Total de dentes com PIC:

Necessidade de tratamento: () Sim () N&o

Encaminhamento:

154
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Apéndice C — Quadro demonstrativo dos individuos dos grupos tuberculose e
controle incluidos no estudo de acordo com género e idade.

Quadro 14 — Distribuicdo de individuos dos grupos tuberculose e controle

incluidos no estudo de acordo com género e idade (Continua)

Grupo Tuberculose Grupo Controle Género
Paciente Idade Paciente Idade
01 33 51 36 Masculino
02 48 52 47 Masculino
03 59 53 62 Masculino
04 47 54 49 Feminino
05 32 55 32 Masculino
06 30 56 31 Masculino
07 37 57 37 Masculino
08 35 58 34 Feminino
09 53 59 53 Masculino
10 72 60 73 Feminino
11 64 61 64 Masculino
12 36 62 33 Feminino
13 21 63 21 Feminino
14 20 64 21 Feminino
15 26 65 28 Masculino
16 30 66 33 Masculino
17 47 67 47 Feminino
18 69 68 66 Masculino
19 33 69 32 Masculino
20 37 70 37 Masculino
21 40 71 41 Feminino
22 29 72 30 Masculino
23 37 73 35 Feminino
24 54 74 55 Masculino
25 36 75 38 Feminino
26 59 76 60 Masculino
27 60 77 60 Masculino
28 26 78 25 Masculino
29 45 79 42 Masculino
30 34 80 34 Feminino
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Quadro 14 — Distribuicdo de individuos dos grupos tuberculose e controle

incluidos no estudo de acordo com género e idade (Conclusao)

Grupo Tuberculose Grupo Controle Género
Paciente Idade Paciente Idade
31 25 81 24 Feminino
32 24 82 23 Masculino
33 24 83 23 Masculino
34 28 84 30 Feminino
35 28 85 28 Masculino
36 53 86 55 Masculino
37 43 87 42 Masculino
38 25 88 26 Masculino
39 70 89 71 Masculino
40 54 90 54 Masculino
41 68 91 67 Feminino
42 20 92 20 Masculino
43 51 93 48 Masculino
44 54 94 55 Feminino
45 25 95 26 Feminino
46 41 96 41 Masculino
47 60 97 62 Masculino
48 73 98 72 Masculino
49 45 99 46 Masculino
50 37 100 36 Feminino
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QUERIDO, S. M. R. Superinfecting microorganisms in the oral cavity
of individuals undergoing antibiotic therapy for pulmonary
tuberculosis treatment. 2006. 157f. Tese (Doutorado em Biopatologia
Bucal) — Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista, Sdo José dos Campos, 2006.

ABSTRACT

Superinfection results an overgrowth of potentially harmful resident or
other opportunistic pathogens and can further represent a complication of
an antimicrobial therapy that alters a beneficial microbiota. The present
study evaluated the presence of yeasts, staphylococci, enteric rods and
pseudomonads in the oral cavity and gingival sulcus of individuals with
pulmonary tuberculosis undergoing antibiotic treatment and controls
individuals. There were included 50 individuals diagnosed with pulmonary
tuberculosis that were submitted to antibiotic therapy during a minimal
period of 45 days and maximum 6 months. Systemically health individuals
were included in the control group. Samples from oral cavity were
collected through oral rinses and subgingival samples were taken using
sterile paper points. Samples were cultured in duplicate onto Sabouraud
dextrose agar with chloramphenicol, manitol agar and MacConkey agar.
The isolates of Candida spp. and coagulase-positive staphylococci were
identified by phenothypic characterization and the isolates of coagulase-
negative staphylococci, enteric rods and pseudomonads were identified by
APl system. Data were analyzed statistically by Mann-Whitney test
(p<0.05). Candida spp. were detected in the oral cavity of pulmonary
tuberculosis individuals in a significant higher number when compared to
controls, and C. albicans was the most prevalent specie found in both
groups. No significant statistical differences were observed between the
groups related to Staphylococcus spp., enteric rods and pseudomonads. It
was concluded that individuals with pulmonary tuberculosis showed
significant increase in the quantity of Candida spp. concerning controls.

KEY-WORDS: tuberculosis, pulmonary; superinfection; bacteria; yeasts;
Candida; mouth; human; “in vivo”.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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