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se LI

Se és capaz de manter a tua calma, quando,
todo mundo ao redor ja a perdeu e te culpa.
De cré em ti quando estéo todos duvidando,

e para esses no entanto achar uma desculpa.

Se és capaz de esperar sem te desesperares,
ou, enganado, ndo mentir ao mentiroso,
Ou, sendo odiado, sempre ao 6dio te esquivares,

e nao parecer bom demais, nem pretensioso.

Se és capaz de pensar sem que a isso SO te atires;
de sonhar - sem fazer dos sonhos teus senhores.
Se, encontrando, a Desgraca e o Triunfo, conseguires,

tratar da mesma forma a esses dois impostores.

Se és capaz de sofrer a dor de ver mudadas,
em armadilhas, as verdades que disseste
E as coisas, por que deste a vida estracalhadas,

e refazé-las com o bem pouco que te reste.

Se és capaz de arriscar numa Unica parada,
tudo quanto ganhaste em toda a tua vida.
E perder e, ao perder, sem nunca dizer nada,

resignado, tornar ao ponto de partida.

De forcar coracéo, nervos, musculos, tudo,
a dar seja o que for que neles ainda existe.
E a persistir assim quando, exausto, contudo,

resta a vontade em ti, que ainda ordena: Persiste!



Se és capaz de, entre a plebe, ndo te corromperes,
e, entre Reis, ndo perder a naturalidade.

E de amigos, quer bons, quer maus, te defenderes,
se a todos podes ser de alguma utilidade.

Se és capaz de dar, segundo por segundo,
ao minuto fatal todo valor e brilho.
Tua é a Terra com tudo o que existe no mundo,

e - 0 que ainda é muito mais - és um Homem, meu filho!

(Joseph Rudyard Kipling, 1909)
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RESUMO

A Febre Reumética, complicacdo tardia de uma infeccdo de orofaringe
causada pelo Streptococcus pyogenes (estreptococo B-hemolitico do grupo
A de Lancefield), tem como consequéncia a Cardiopatia Reumatica,
explicada pelo mimetismo molecular entre proteinas cardiacas humanas e a
associacdo de proteinas e carboidratos da membrana do S. pyogenes. A
profilaxia secundaria com a PGB 1.200.000 Ul IM propde-se a evitar novos
surtos, sendo administrada em intervalos de vinte e um dias nos paises com
alto indice de estreptococcia.

A lesdo valvar predispbe a Endocardite Infecciosa, que resulta de
bacteriemias causadas por focos infecciosos de origem bucal em cerca de
40% dos casos. Os Streptococcus Viridans constituem o0 grupo mais
comumente encontrado nas Endocardites Infecciosas, em especial o0s
Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis. O efeito do uso crénico da
PGB néo foi estudado com especificidade para essa microbiota.

Assim, foi avaliada, qualitativa e quantitativamente, a microbiota bucal de
100 pacientes, aos 7 e 21 dias, apoOs profilaxia secundaria para a Febre
Reumatica com a PGB 1.200.000 Ul IM e comparada com a de 100
pacientes portadores de doenca arterial coronariana sem antecedentes de
Febre Reumatica. As espécies avaliadas foram divididas em S. sanguinis, S.

oralis e outras espécies de Streptococcus Viridans.



Foram coletadas amostras de saliva pela mastigacdo de goma de parafina e
transportadas em meio VMGA Il S. As culturas foram semeadas em agar
Columbia CNA com 5% de sangue desfibrinado puro de carneiro com
acréscimo de penicilina G. e incubadas a 35°C em estufa de CO, por 72
horas. As colbnias sugestivas de Streptococcus foram submetidas a testes
bioquimicos para confirmacao de género e espécie. A concentracao inibitoria
minima foi determinada pelo método Etest e interpretada segundo os
padrdes do Clinical and Laboratory Standards Institute.
N&do houve diferenca quanto a presenca do S. sanguinis nos grupos
estudados (P=0,40). O S. oralis prevaleceu aos 7 dias de PGB em relacao
ao grupo controle (P=0,01). Quanto a identificacdo de outras espécies,
houve maior nimero de cepas nos pacientes do grupo controle quando
comparados aos do grupo de estudo aos 7 e 21 dias de PGB (P<0,001).
Os numeros de UFC/ml de S. sanguinis, S. oralis e de outras espécies foram
comparados entre 0s grupos e ndo houve diferenca entre eles (P=0,96;
P=0,60 e P=0,77; respectivamente). Quanto as CIM do S. sanguinis e do S.
oralis, ndo houve diferenca entre os grupos (P=0,79 e P=0,13;
respectivamente).
Todos os testes estatisticos foram realizados em um nivel de significancia de
5%.

Concluiu-se que o S. oralis prevaleceu aos 7 dias de PGB 1.200.000 Ul
IM; os Streptococcus Viridans de outras espécies prevaleceram no grupo
controle; o niumero de UFC/mL de saliva nao diferiu nos grupos estudados, a

susceptibilidade dos S. sanguinis e S. oralis a penicilina G néo foi alterada



pela acdo da PGB 1.200.000 Ul IM a cada 21 dias e, por fim, a PGB néo

provocou reagdes de hipersensibilidade em nenhum paciente do estudo.



SUMMARY

Rheumatic fever is the result of a Streptococcus pyogenes (group A -
hemolytic Streptococcus) infection of the upper respiratory tract. Rheumatic
heart disease is a rheumatic fever consequence and is elucidated by the
molecular mimicry between human cardiac proteins and group A
streptococcal proteins and carbohydrates association. The secondary
prophylaxis with 1,200,000 U BPG every three weeks is used for prevention
of recurrent rheumatic fever in developing countries.

Valvar defects are a risk for infective endocarditis which is resulted of
bacteriemia caused for oral infectious focuses in 40% of cases. Viridans
streptococci are the predominant group recovered in infective endocarditis,
specially Streptococcus sanguinis and Streptococcus oralis. The effect of
chronic BPG wasn’t studied with specificity to these pathogens yet.
Therefore, the oral microbiota was evaluated, qualitatively and quantitatively,
at 7 and 21 days after secondary prophylaxis with BPG to rheumatic fever
(study group), in a hundred patients and in comparison to another hundred
patients with coronary heart disease who never acquired rheumatic fever
(control group). The species evaluated were divided in S. sanguinis, S. oralis
and another Streptococcus species.

It was collected samples of chewing-stimulated saliva (1ml) and transported
in VMGA 1l S medium. The samples were cultured in pure and with penicillin

G 5% sheep blood Columbia agar (CNA), incubated for 72 hours in an



atmosphere containing 5% CO2 at 35°C. The strains that were suggestive to
Streptococcus were identified by biochemical tests to confirm bacteria
species and genus. Minimal inhibitory concentration was determined by Etest
method and interpreted in accordance to Clinical and Laboratory Standards
Institute.

The results showed that there was no difference in S. sanguinis presence in
all groups (P=0.40). S. oralis prevailed in 7 days BPG group in comparison to
control group (P=0.01). The control group showed the highest number of
others species in comparison to 7 and 21 days BPG (P<0.001).

CFU/ml numbers of S. sanguinis, S. oralis and other species strains were
compared in 7 and 21 days BPG to control group and there was no
difference among themselves (P=0.96, P=0.60 and P=0.77; respectively).
There was no difference in S. sanguinis and S. oralis MICs among the study
and control groups (P=0.79 and P=0.13).

All statistic tests were done at 5% significance level.

It was concluded that S. oralis prevailed in 7 days BPG group in comparison
to control group; other species of Viridans streptococci prevailed in control
group. The number of CFU/mL did not differ in both studied groups; the
penicillin susceptibility of S. sanguinis and S. oralis did not change by BPG
every three weeks and, by the end, it was not observed hypersensitivity

reactions to penicillin in neither of the patients of this study.



1. INTRODUCAO

A febre reumética (FR), também designada doenca reumética, € uma
complicagao tardia ndo-supurativa de uma infeccao de orofaringe que atinge
individuos hipersensiveis aos antigenos do Streptococcus pyogenes (SGA) e
atinge 3-4 % das criancas ndo tratadas™®. A mais importante conseqiiéncia
da FR é a cardiopatia reumética (CR), que surge cerca de 8 a 12 semanas
apos a atividade reumatica em 30 % das criancas acometidas por FR? > "2,

Atualmente, a CR é um problema para os sistemas de saude publica
do Brasil. A CR é considerada doenca onerosa para o sistema previdenciario
brasileiro, pois limita o trabalho de uma parcela da populacdo
economicamente ativa e ocasiona multiplas internacées hospitalares e
cirurgias, correspondendo a aproximadamente 30 % das cirurgias cardiacas
realizadas no pais® %%,

O mimetismo molecular, entre antigenos do SGA e proteinas humanas,
€ considerado o mecanismo responsavel para a associacdo da infeccéo
estreptococica e as reagdes auto-imunes observadas na patogénese da FR
e CR. Epitopos da proteina M e do carboidrato N-acetilglicosamina,
presentes na parede celular do SGA, produzem anticorpos que identificam
miosina, tropomiosina, vimentina e laminina como auto-antigenos cardiacos,
conduzindo o endotélio valvar a inflamacéo, infiltracdo celular, deixando

cicatrizes valvares. O endotélio valvar ativado faz aumentar expressivamente

a quantidade de moléculas de adeséo, que facilitam a ligacdo de linfocitos T



CD4 + e, consequentemente, estes extravasam para o interior das valvas,
levando ao ciclo de cicatrizacdo, neovascularizacdo e infiltragdo de
linfécitos® *1°.

A profilaxia primaria é o mais importante aspecto na abordagem de
saude publica sobre a FR. Baseia-se no diagnostico precoce de infec¢des de
orofaringe pelo SGA e no tratamento com antibiéticos bactericidas. O
antibiotico de eleicdo para erradicar o SGA no trato respiratorio superior é a
penicilina G benzatina (PGB) em dose Uunica de 600.000 unidades
internacionais (Ul) via intramuscular (IM) para criancas de até 27 kg e
1.200.000 Ul IM para pacientes acima desse peso?® 1% 1% 1719

A profilaxia secundaria, que se prop0e a evitar novos surtos, baseia-se
no uso continuado de medicamentos bactericidas ou bacteriostaticos com o
intuito de evitarem-se novas infec¢des estreptococicas. O regime de escolha
sugerido para paises com altos indices de FR aguda, como o Brasil, é a
PGB nas mesmas doses preconizadas acima a cada 21 dias® " 1> 292,

O portador de CR faz parte do grupo de pacientes com risco de adquirir
endocardite infecciosa (El). A EI é uma infeccdo potencialmente fatal que
resulta, principalmente, da interacdo de um patdgeno presente na corrente
sanguinea com a matriz de moléculas e plaguetas de uma endocardite
trombotica ndo bacteriana (ETNB) depositadas em valvulas cardiacas
danificadas, em defeitos congénitos ou em areas submetidas a correcdes
cirtrgicas do endocéardio? * > 2631,

A bacteriemia pode ocorrer espontaneamente devido a traumas na

superficie mucosa ou pode advir de um foco infeccioso, como uma infeccéo



do trato geniturinario, uma pneumonia ou um abscesso dento-alveolar.
Atividades diarias de higiene oral, assim como procedimentos e
instrumentacdes cirdrgicas ou dentais envolvendo mucosa ou tecido
contaminado, causam bacteriemia transitoria. J& em 1885, Sir William Osler
havia identificado a associacdo entre El e bacteriemia advinda de
procedimentos cirtrgicos® 3240,

Os Streptococcus Viridans constituem o0 grupo mais comumente
encontrado nas El, em especial os Streptococcus sanguinis e Streptococcus
oralis. Estes Streptococcus possuem uma proteina FimA, que € um antigeno
receptor de lipoproteinas e funciona como a principal adesina da matriz de
plaqueta-fibrina presente na ETNB® 341,

Ha pouco mais de meio século, o criador dos critérios para doenca
reumatica, Thomas Duckett Jones (1899-1954), liderou o comité da
American Heart Association (AHA), que publicou a primeira diretriz para a
prevencdo da EI, que recomendava a associacdo de 600.000 Ul de
penicilina aquosa com 600.000 Ul de penicilina procaina IM 30 minutos
antes do procedimento odontoldgico® 3% 42,

Recentemente® a AHA retirou a recomendacao da profilaxia antibiética
a pacientes com cardiopatia reumatica sem histéria de EI prévia ou a
portadores de protese valvar cardiaca, mesmo para se submeterem a
procedimentos associados a sangramentos de tecidos duros e moles, como
a cirurgia periodontal, a raspagem subgengival e a limpeza periodontal®® 4.

Entretanto o regime profilatico padrdo com uma simples dose de 2 g de

amoxicilina via oral uma hora antes do inicio da realizacdo de qualquer um



destes procedimentos ainda € utilizado por dentistas e cardiologistas em
paises como o Brasil, haja vista o alto indice de estreptococcia ao qual a
populacdo desses paises esta submetida?’ 29 33 3%37. 39,

Apesar de o regime de profilaxia secundaria para a FR a cada 3
semanas ser amplamente recomendado?® *> ” ?"%; encontramos somente um
estudo que avaliou a sua influéncia sobre os Streptococcus a-hemoliticos na
cavidade oral de criangas, com o objetivo de determinar o desenvolvimento
de resisténcia a antimicrobianos, porém sem especificidade para os S.
sanguinis e S. oralis, responsaveis por cerca de 40% das EI*.

Varios fatores que constituem o processo ciclico em torno do combate
a febre reumatica e seus desdobramentos, especialmente sob a forma de
lesdo valvar cardiaca e endocardite infecciosa, persistem como condi¢des e
guestionamentos ainda nao elucidados.

A inexisténcia, na literatura, de investigacdes voltadas a avaliacdo da

microbiota bucal, com o objetivo de verificar se o uso crénico da PGB

1.200.000 Ul IM de 21 em 21 dias protegeria 0s pacientes portadores

da cardiopatia reumatica contra os principais agentes etiologicos da El,

estimulou o nosso estudo para identificar, quantificar e testar a

susceptibilidade a penicilina dos S. sanguinis e S. oralis do grupo

Viridans.



2. OBJETIVO

Avaliar a influéncia da penicilina sobre a microbiota bucal, com énfase
nos S. sanguinis e S. oralis em culturas de amostras de saliva de individuos
sob a profilaxia secundaria para a febre reumatica com a penicilina G

benzatina 1.200.000 Ul IM a cada 21 dias.



3. CASUISTICA E METODOS

3.1. CASUISTICA

Este estudo foi desenvolvido no periodo compreendido entre setembro
de 2004, data em que a Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP) aprovou a concessdo de auxilio a pesquisa, e maio de
2008, fim das analises microbioldgicas.

Os individuos que preencheram os critérios de inclusdo foram
convidados a participar do estudo e houve um esclarecimento verbal prévio
em relacdo aos objetivos, ao sigilo quanto as informacdes coletadas e
também quanto ao risco inerente sobre o0s procedimentos que seriam
realizados. Os pacientes incluidos assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, Anexo A, aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo (HCFMUSP) em conjunto com o protocolo de pesquisa em sessao de
25 de novembro de 2004.

Para o0 desenvolvimento deste estudo caso-controle foram
selecionados os primeiros 200 pacientes que compareceram as suas
consultas de acompanhamento, por amostragem casual e continua,

constituindo-se dois grupos distintos:



Grupo de Estudo (GE) — Cem pacientes com histéria de FR, sob
regime de profilaxia secundaria com a PGB 1.200.000 Ul IM a cada 3
semanas, acompanhados pela Liga de Combate a Febre Reumatica do
HCFMUSP.

Os pacientes que participaram desse grupo atenderam aos seguintes

critérios de selecao:

a) Estar sob regime de profilaxia secundaria, com a PGB 1.200.000 Ul
intramuscular ha pelo menos 6 meses e em uso regular;

b) Idade entre 10 e 65 anos;

C) Auséncia de atividade reumatica,

d) Auséncia de infeccdo aguda;

e) N&o estar sob antibibticoterapia para fins terapéuticos;

f) Auséncia de Diabetes mellitus insulinodependente.

Esses pacientes foram informados de que seria necessario
comparecerem em trés ocasifes distintas: para tomar a PGB na data que
deveriam toma-la, para coletar a primeira amostra de saliva e para coletar a
segunda amostra de saliva, momento em que poderiam optar por tomar a
PGB, ou nédo, na Liga de Combate a Febre Reumética do HCFMUSP. As
PGB utilizadas foram frascos-ampola de 4 mL (Eurofarma Laboratérios

Ltda.) e foram aplicadas por um auxiliar de enfermagem do HCFMUSP.



Desenho do GE:

PGB 12 22
coleta coleta
Inicio 7 dias 21 dias

Grupo Controle (GC) — Cem pacientes matriculados na rotina

ambulatorial da Unidade Clinica de Coronariopatia Crbnica do Instituto do

Coracdo do HCFMUSP.

Foram critérios para a selecéo dos pacientes que constituiram o grupo

controle:

a) Comprovacéao de doenca arterial coronariana pela cinecoronariografia,;
b) Idade entre 10 e 65 anos;

C) Auséncia de FR;

d) Auséncia de qualquer tipo de defeito valvar ou qualquer tipo de

cardiopatia que seja de risco para a El;

e) Auséncia de infeccdo aguda;

f) N&o estar sob antibibticoterapia para fins terapéuticos;

0) N&o ter sofrido sindrome coronariana aguda ha menos de 3 meses;

h) N&o ter sofrido acidente vascular encefalico isquémico ha menos de 3
meses;

i)Auséncia de Diabetes Mellitus insulinodependente.



Esses pacientes ndo poderiam ter sofrido um acidente vascular
cerebral isquémico ou uma sindrome coronariana aguda ha menos de trés
meses, o que poderia alterar a microbiota bucal?®” 2% 3034 44,45,

Todos os pacientes tiveram a cavidade oral inspecionada para atender
aos critérios de inclusédo, que determinavam a auséncia de infeccdo aguda

sistémica ou oral.

Tamanho amostral

Admite-se que, dos casos de El, 40% sdo causados pelos S. sanguinis
e S. oralis do grupo Viridans®** **. Assim, supondo que, neste estudo, todos
0s pacientes tivessem diagndstico estabelecido de El, seria observada uma
porcentagem entre 30% e 50% dos casos com 0s S. sanguinis e S. oralis
como agentes etiologicos. Assim, para obter um intervalo de confianca para
esta proporcdo de 95%, sdo necessarios, no minimo, 93 casos. Para esse
célculo utilizamos a férmula abaixo®;

n=(z alfa/2/e)*.p’.(1-p’)

Consideramos que a proporcdo da presenca de Streptococcus na
amostra a ser avaliada estaria proxima de 40% e fixamos os valores de alfa
eeem: alfa=0,05e e =0,10, de tal forma que*:

P(0,30 < p <0,50) =0,95

Para a obtencdo de uma estimativa da propor¢cdo de presenca dos
Streptococcus na amostra e seu respectivo intervalo de confianca a 95%

tivemos”®:
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n = (1,96/0,10)%.(0,40.0,60) = 92,1 casos.

3.2. METODOS

Amostras clinicas e intervalos de coleta

As analises quantitativas e qualitativas dos Streptococcus Viridans
presentes na cavidade oral foram realizadas por meio de culturas de
amostras de saliva.

As coletas de amostras dos pacientes do GE foram realizadas no
sétimo e no vigésimo primeiro dia apds a dose profilatica de PGB. Nos
pacientes do GC, foi realizada uma unica coleta.

A coleta de saliva através da mastigacao de uma goma de parafina é
descrita como método de referéncia quando comparada a utilizacédo de kits

industrializados disponiveis comercialmente*°.

Coleta de saliva

As amostras de saliva foram obtidas por estimulacdo através da
mastigacédo, durante 3 a 5 minutos, de um bloco de parafina inodora, insipida
e incolor, resultando no volume aproximado de 1 mL*"*. A amostra de
saliva foi coletada em um frasco de plastico descartavel de 80 mL com
tampa rosqueada e, a seguir, com uma pipeta Pasteur, foi transferido 1 mL

da amostra para um frasco com 5,7 mL de meio de transporte “Viability
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Medium Goteborg Anaerobically prepared and Sterilized” (VMGA Il S,
Figura 1)*°. Os frascos de meio de transporte com as amostras foram
transportados em contato com gelo reciclavel, em caixa de isopor e

processados em até 12 horas apoés a coleta.

ORTE P/VGMLL

Figura 1. Meio de transporte VMGA Il S

Os processamentos das trezentas amostras obtidas dos dois grupos
estudados foram realizados no Setor de Microbiologia do Fleury Medicina

Diagndstica S/A — Unidade Jabaquara, Sao Paulo (capital).

Cultivo das amostras de saliva

O plantio priméario foi realizado em trés meios distintos, utilizando como

base o agar Columbia CNA:

1- Agar Columbia CNA com 5% de sangue desfibrinado de carneiro;
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2- Agar Columbia CNA com 5% de sangue desfibrinado de carneiro
acrescido de penicilina G (0,25 pyg/mL de meio);

3- Agar Columbia CNA com 5% de sangue desfibrinado de carneiro
acrescido de penicilina G (0,25 pg/mL de meio) e anfotericina B (0,5 pg/mL
de meio).

A concentracdo de penicilina G correspondeu ao limite inferior da
sensibilidade intermediaria, segundo os critérios interpretativos propostos
pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI)**. O agar CNA foi
utilizado em funcdo de sua composicdo, que contém sulfato de colistina e
acido nalidixico, antimicrobianos que impedem o crescimento de bacilos e
cocos gram-negativos presentes na microbiota oral® >2>*.

O meio de transporte com a amostra foi homogeneizado por cerca de
30 segundos em vortex e, a seguir, 100 yL foram transferidos para um tubo
de ensaio com 0,9 mL de salina tamponada. A suspensdo obtida foi
homogeneizada e, a seguir, 100 pyL foram transferidos para um tubo com 0,9
mL de salina tamponada. O procedimento foi repetido até totalizar cinco
diluicdes sucessivas. Aliquotas de 10 pL foram transferidas para os meios

sélidos (Figuras 2 e 3).

Figura 2. Diluicbes a partir do meio de transporte
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Amostra Clinica: 1mL de saliva em meio de transporte VMGAIIS

. L = 57 mL de meio de
Plantio primario: transporte VMGAIIS
= 1,0 mL de saliva
= Homogeneizar 30”

100 pL de
saliva

0,9 mL

3 Espalhar
tampao 100ul com alga de
dI|UIQéO Drigalski

a 10* |10* 10 m
Agar CNA Agar CNA + Anfo Agar CNA + Anfo/Peni

Foram semeadas 4 placas:

2 placas de CNA: Puro, 10™, 102, 10%, 10, 10°
1 placa de CNAA: 107, 102 103, 10*

1 placa de CNAAP: 107, 102 1073, 10™

Figura 3. Fluxograma da coleta e plantio primario das amostras de saliva
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As culturas foram incubadas a 35 °C em estufa de CO; (5%) por 72
horas. O nimero de colénias presentes na diluicdo com crescimento nao
confluente foi aferido nas placas com e sem penicilina G. A contagem no
meio com anfotericina B e penicilina foi realizada apenas caso o crescimento
de leveduras impedisse a contagem no meio com apenas penicilina G*. O
namero de unidades formadoras de colénias (UFC) presentes na saliva foi

calculado com a seguinte equacao:

UFC/mL = coldnias na placa x 6,7 x 10 x 10"

Onde 6,7 é o fator para correcdo da diluicdo da amostra no meio de
transporte, 10° é o fator de correcdo para UFC/mL, e n é o nimero da

diluicao.

Identificac&o das espécies de Streptococcus

A identificacdo das espécies S. sanguinis e S. oralis foi realizada,
inicialmente, com o kit de identificacdo para Streptococcus APl 20 Strep
(Biomérieux). Porém, em varias amostras, havia superposicao de espécies.
Dessa forma, foram acrescentados trés substratos com radicais 4-metil-
umbeliferii a sequéncia de provas bioquimicas: a-D-glicosidase, [B-N-
acetilgalactosidase e B-N-acetilglicosidase, método eficaz para identificar as
espécies do subgrupo do Streptococcus mitis quando adicionado as demais

provas bioquimicas descritas em nossa metodologia®* *°>. O método de
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sequenciamento genético foi descartado, apesar da exceléncia
comprovada®® *® °’ devido & inviabilidade de recursos financeiros para
custear a identificacdo das espécies presentes nas trezentas amostras de

saliva®.

Testes de triagem

As colonias foram examinadas inicialmente utilizando-se a microscopia
pelo método de Gram e o teste da catalase®. Col6nias de cocos gram-
positivos negativas para o0 teste da catalase foram reisoladas em agar
sangue de carneiro a 5% para testes bioquimicos subsequentes e testadas

quanto a sua susceptibilidade & optoquina™*.

Teste da catalase

Uma massa de crescimento bacteriano equivalente a cerca de 10
colénias foi colocada em contato com uma gota de solucédo de peroxido de
hidrogénio a 3% e, a sequir, foi avaliada a formacao de bolhas. As amostras
positivas para o teste da catalase (formacao de bolhas) foram excluidas das
analises subsequentes. Para controle de qualidade, foram utilizadas as
amostras Staphylococcus aureus ATCC (“American Type Culture
Collection”) 25923 e Streptococcus pyogenes ATCC 19615,

respectivamente controles positivo e negativo™.
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Teste de sensibilidade a optoquina

Utilizando al¢a microbioldgica estéril, uma colbnia foi removida de uma
cultura pura e, a seguir, espalhada cerca de 50% da superficie de uma placa
de agar hidrolisado de soja (TSA) com sangue de carneiro a 5%. A seguir foi
aplicado um disco com 5 ug de optoquina no centro da area semeada. A
cultura foi incubada em estufa de CO, por 12 a 24 horas e, em seguida,
observada quanto a presenca de halo de inibicdo. Espécimes isolados com
halo inibicdo igual ou inferior a 13 mm foram classificados como
Streptococcus Viridans. Em contrapartida, os com diametro igual ou superior
a 14 mm foram excluidos do estudo por terem sido classificadas como
Streptococcus pneumoniae. Para o controle de qualidade, foi utilizada a

cepa S. pneumoniae ATCC 49619,

Testes de fermentacao de carboidratos

A metabolizacdo de carboidratos foi avaliada em um caldo infuso de
coracao adicionado do indicador de pH purpura de bromocresol (16 mg/L) e
0 substrato na concentracdo final de 1%. Foram testados o0s seguintes
carboidratos: inulina, manitol, rafinose, sorbitol e trealose. A fermentacao foi
detectada visualmente pela viragem do indicador de pH da cor purpura para
o amarelo. O controle de qualidade foi realizado com as cepas
Streptococcus mutans ATCC 25175 e S. sanguinis ATCC 10556. Foi

preparada uma suspensao equivalente ao padrdao 0,5 da escala de
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McFarland e, a seguir, foram transferidos para cada tubo cerca de 10 yL. Os

testes foram incubados por 72 horas a 35 °C*.

Hidrolise da arginina

Foi utilizada a base para descarboxilacdo de Moeller com arginina a
1%. O controle de qualidade foi realizado com as cepas Enterobacter
cloacae ATCC 13047 e Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 Foi
preparada uma suspensdo equivalente ao padrdo 0,5 da escala de
McFarland e a seguir foram transferidos para o tubo teste cerca de 10 pL.
Os testes foram incubados por 72 horas a 35 °C. Testes com coloragao roxa

foram considerados positivos®?.

Hidroélise da esculina

Para a avaliacdo da hidrdlise da esculina, foi utlizado o &agar
hidrolisado de soja adicionado de esculina a 0,1% e citrato férrico amoniacal
a 0,05%. Para controle de qualidade, foram utilizadas as cepas Escherichia
coli ATCC 25922 e K. pneumoniae ATCC 13883. Foi preparada uma
suspensao equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland e, a sequir,
foram transferidos para o tubo teste cerca de 10 uL. Os testes foram
incubados por 72 horas a 35 °C. Testes com enegrecimento do meio foram

considerados positivos®* >,
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Producéo de urease

A producéo de urease foi avaliada utilizando-se o caldo Uréia R, que
contém extrato de levedura 0,01%, uréia 2%, KH,PO, 9,1 mg/100 mL,
Na;HPO,4 9,5 mg/100 mL e vermelho de fenol 1 mg/100 mL. Para controle de
gualidade, foram utilizadas as cepas E. coli ATCC 25922 e K. pneumoniae
ATCC 13883. Foi preparada uma suspensao equivalente ao padrao 0,5 da
escala de McFarland e, a seguir, foram transferidos para o tubo teste cerca
de 10 pL. Os testes foram incubados por 24 horas a 35 °C. Testes com

coloracéo rosa intensa foram considerados positivos®* >,

Teste de Voges-Proskauer

A producdo de acetoina foi avaliada utilizando-se o meio Clark-Lubs
modificado, com peptona 0,7%, glicose 0,5%, KH,PO, 0,5%. O reagente
intensificador de cor utilizado foi a-naftol a 5% em etanol a 95% e o reagente
oxidante foi KOH 40% com creatina a 0,3%. Para controle de qualidade
foram utilizadas as cepas E. cloacae ATCC13047 e E. coli ATCC 11775. Foi
preparada uma suspensdo equivalente ao padrdo 0,5 da escala de
McFarland e, a seguir, foram transferidos para o tubo teste cerca de 10 pL.
Os testes foram incubados por 72 horas a 35 °C. Testes com coloracdo

vermelha foram considerados positivos>?.
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Alfa-D-Glicosidase, Beta-N-Acetilgalactosidase e Beta-N-

acetilglicosidase

A atividade glicosidica foi avaliada utilizando-se substratos com
radicais 4-metil-umbeliferil. As solugbes de substrato foram preparadas na
concentragdo 100 pg/mL em tampdo TES 50 mM pH 7,5. O crescimento
bacteriano obtido em agar sangue de carneiro a 5% por 24 horas em estufa
de CO; a 5%, a 35 °C foi utilizado para preparar uma suspensao equivalente
ao padrédo 1,0 da escala de McFarland. Os testes foram realizados
misturando-se partes iguais (50 yL) de solucdo de substrato e suspenséo
bacteriana. As reacbes foram incubadas a 35 °C por 3 horas em ar
ambiente. A leitura visual foi realizada sob luz ultravioleta (365 nm), e foram
considerados positivos os testes com fluorescéncia superior aquela basal do

substrato ndo inoculado® (Figura 4).

Figura 4. Teste de fluorescéncia positivo
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Determinagdo da concentracdo inibitoria minima para penicilina G

A concentracgdo inibitéria minima (CIM) para penicilina G das amostras
de S. sanguinis e S. oralis, isoladas do agar CNA com penicilina G, foi
determinada utilizando-se fitas de Etest. Culturas puras e com 24 horas de
crescimento foram utilizadas para preparar uma suspensdao com turbidez
equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland em solugcdo salina a
0,85%. A suspenséo foi espalhada em placa de agar Mueller-Hinton sangue
de carneiro a 5% e, apdés a evaporacdo do excesso de umidade da
superficie do meio, foi aplicada a fita de Etest com penicilina G. Os testes
foram incubados em estufa de CO, a 5% a 35 °C por 20-24 horas. A
interpretacdo do resultado foi realizada de acordo com o documento M100-
S18, 2008, do CLSI®.. O CLSI publicou, em janeiro de 2008, essa
padronizacdo, que é a mais recente para interpretacdo das concentracdes
inibitérias minimas de diferentes farmacos para as cepas de microrganismos
de maior importancia do ponto de vista epidemiolégico. O intervalo de
interpretacdo utilizado para a penicilina G, no grupo Viridans, € 0,125 ug/mL
a 4 pg/mL. No entanto, se quisermos realizar a interpretacdo para a
penicilina via oral, temos que nos basear nos critérios interpretativos para S.
pneumoniae, espécie incluida no subgrupo do S. mitis apos estudos de
sequenciamento genético comprovarem sua semelhanca ao grupo
Viridans® *’. O controle de qualidade foi realizado com a cepa S.

pneumoniae ATCC 49619 (Figura 5).
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Figura 5. Fotografia da Fita Etest na cepa S. pneumoniae ATCC 49619

3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente em duas etapas da

seguinte forma:

Analise descritiva

Para as variaveis quantitativas, essa analise foi realizada por meio da
observacgéo dos valores minimos e maximos do célculo de médias e desvios-
padrdo e medianas. Para as variaveis qualitativas calcularam-se as

freqiiéncias absolutas e relativas*® *°.



22

Anélise comparativa

Para se testar a homogeneidade de grupos em relacao as proporgoes,
foi utilizado o teste exato de Fisher e o teste do Qui-quadrado (x?), que sdo
indicados para a comparacdo de duas e trés proporcdes ndo pareadas
respectivamente®®.

Para o estudo da evolucdo dos GC e GE, em relagdo as variaveis
guantitativas, foi utilizada a andalise de variancia (ANOVA) e o teste de
Kruskal-Wallis para a comparacdo de variaveis numéricas de trés ou mais
grupos*®>°.

Todos os testes foram realizados admitindo-se o nivel de significancia

de 5%,
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4. RESULTADOS

4.1. POPULACAO ESTUDADA

As caracteristicas demograficas dos 200 pacientes, divididos em seus

respectivos grupos, foram demonstradas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Distribuicdo da populacéo estudada por género

Género Grupo Controle Grupo de Estudo
Masculino 38 62
Feminino 62 38
TOTAL 100 100

Ao empregarmos o teste exato de Fisher, verificamos diferenca entre

0S grupos quanto ao numero de homens e mulheres (P=0,001)

Tabela 2 — Variacdo da idade nos grupos estudados

Grupo Minima-Maxima Média + Desvio Padréo
Controle 39-65 55+46,1
Estudo 10-53 26,518

Os tipos de CR e proéteses valvares presentes nos 100 pacientes do

GE foram apresentadas nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 — Tipos de cardiopatias reuméaticas presentes

Cardiopatia Reumética Numero de pacientes
Estenose mitral 25
Insuficiéncia mitral 54
Estenose adrtica 14
Insuficiéncia adrtica 27

Tabela 4 — Namero e tipo de préteses valvares presentes

Protese Valvar NUumero de pacientes
Biologica mitral 8
Metélica mitral 2
Biologica adrtica 3
Metélica adrtica 1

4.2. ANALISE QUALITATIVA

As 300 amostras obtidas dos 200 pacientes foram divididas em trés
grupos: GC, GE — 7 dias e GE — 21 dias.

Avaliou-se, primeiramente, a presenca ou auséncia dos Streptococcus
dividindo-os em trés grupos: S. sanguinis, S. oralis e outras espécies (S.
mitis, S. cristatus, S. peroris, S. salivarius, S. mutans, S. gordonii, S.
parasanguinis, S. anginosus e S. vestibularis; todas pertencentes ao grupo

Viridans).
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Tabela 5 — Culturas positivas para S. sanguinis, S. oralis e outras
espécies de Streptococcus

.. . Outras
Grupos S. sanguinis S. oralis espécies
GC 15 82 84
GE - 7 dias® 9! 95! 61
GE - 21 dias® 112 87° 58

NOTA: GC — Grupo Controle
GE - Grupo de Estudo

'pacientes sob acdo da PGB 7 dias
’Pacientes sob acdo da PGB 21 dias

Na andlise dos dados contidos na Tabela 5, observou-se um pequeno
namero de amostras em que 0 S. sanguinis cresceu e, entdo, ao aplicar o
teste x°, P=0,40. Porém, a andlise estatistica foi fragmentada através do
teste exato de Fisher para confrontarmos o0s grupos entre si. Ao
compararmos GC x GE — 7 dias, GC x GE — 21 dias e GE — 7 dias x GE — 21
dias, ndo houve diferenca (P=0,28, P=0,53 e P=0,81; respectivamente).

A analise da Tabela 5 permitiu verificar um nimero maior de culturas
positivas para o S. oralis no GE — 7 dias ao empregar o teste x* (P=0,01).
Por conseguinte, a analise estatistica foi estratificada comparando os grupos
entre si. Foi aplicado o teste exato de Fisher, mostrando diferenca somente
entre 0 GC e o GE - 7 dias (P=0,007), pois GC x GE — 21 dias e GE — 7 dias
X GE — 21 dias nao diferiram (P=0,53 e P=0,81, respectivamente).

Os dados contidos na Tabela 5 apresentam uma diferenca importante
entre o numero de culturas positivas de outras espécies de Streptococcus no
grupo controle em comparacgdo aos grupos sob efeito da PGB (x?, P<0, 001).

Entdo, aplicou-se o teste exato de Fisher para comparar 0S Qrupos
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separadamente, o que permitiu verificar uma diferenca entre o GC e o
GE - 7dias (P<0,001) e entre o0 GC e GE - 21 dias (P<0,001). Entre os

grupos sob agéo da PGB aos 7 e aos 21 dias n&do houve diferenga (P=0,77).

4.3. ANALISE QUANTITATIVA

As analises dos numeros de UFC/mL de saliva no GC, GE — 7 dias e
GE - 21 dias, assim como os valores das CIM, foram subdivididas da
seguinte forma: S. sanguinis, S. oralis e outras espécies de Streptococcus.

Os valores das UFC/mL de saliva para o S. sanguinis estdo dispostos
no Anexo B e demonstrados conforme suas medianas em conjunto com 0s
dados da analise qualitativa para a espécie. Foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis, em que P=0,98, comprovando que os grupos nao diferiram.

Grafico 1. Distribuicdo dos valores das UFC/mL de saliva em
pacientes colonizados por S. sanguinis

Streptococcus sanguinis

® UFC/mL (em milh&es)
n = numero de

pacientes colonizados

Grupo GE-7dias GE-21dias
Controle (n=9) (n=11)
(n=15)

As quantidades de UFC/mL do S. oralis estdo dispostas no Anexo C e

ilustradas no Gréafico 2 em conjunto com os dados da analise qualitativa
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demonstrados anteriormente para a espécie. Ao serem submetidas ao teste
estatistico de Kruskal-Wallis, ndo houve diferenca (P=0,73).

Grafico 2. Distribuicdo dos valores das UFC/mL de saliva em
pacientes colonizados por S. oralis

Streptococcus oralis

— M UFC/mL (em milhdes)
n=numero de
1 pacientes colonizados

Grupo GE-7dias GE- 21 dias
Controle (n=95) (n=87)
(n=82)

Para as outras espécies de Streptococcus, as quantidades de UFC/mL
de saliva foram dispostas no Anexo D. O teste ANOVA (analise de variancia)
demonstrou auséncia de diferenca (P=0,77).

Quanto a CIM do S. sanguinis, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis e
nao houve diferenca (P=0,79). A distribuicdo dos valores esta disposta no
Anexo E, e ilustrada no Gréfico 3. A Tabela 6 apresenta os dados em forma
de CIMsp e CIMgg, 0 que demonstra a concentragcdo minima para erradicar,
respectivamente, 90% e 50% dos S. sanguinis cultivados. A Tabela 7 mostra

a distribuicdo dos grupos quanto a sensibilidade a penicilina.
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Tabela 6 — CIMsp e CIMgp para 0os S. sanguinis (pHg/mL)

Grupo de Estudo Grupo de Estudo
Grupo Controle e 21 dias?

CIM 50 0,125 0,250 0,190

CIM 90 0,750 0,500 0,380

NOTA: CIM — Concentragdo inibitéria minima
'pacientes sob acdo da PGB 7 dias
’Pacientes sob acdo da PGB 21 dias

Tabela 7 — Distribuicdo dos pacientes quanto aos niveis de
sensibilidade a penicilina G dos S. sanguinis

Grupo Controle Grupo de Estudo  Grupo de Estudo

7 dias 21 dias
Sensivel 53,3% (8/15) 33,3% (3/9) 45,5% (5/11)
Resisténcia 46,7% (7/15) 66,7% (6/9) 45,5% (5/11)
intermediaria
Resisténcia - - 9% (1/11)

de alto nivel

NOTA: PGB — Penicilina G benzatina

Gréfico 3. Distribuicdo dos valores das CIM em
ug/mL para a espécie S. sanguinis

CIM Sanguis
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Os valores obtidos das CIM do S. oralis foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis e ndo houve diferenca (P=0,13). A distribuicdo dos valores
esta disposta no Anexo F e ilustrada no Gréfico 4. A Tabela 8 apresenta a
CIMso e CIMgp para os S. oralis cultivados e a Tabela 9 a distribuicdo dos

grupos quanto a sensibilidade a pecinilina.

Tabela 8 — CIMso e CIMg para os S. oralis (pg/mL)

Grupo de Estudo Grupo de Estudo

Grupo Controle e 21 dias?
CIM 50 0,094 0,25 0,25
CIM 90 1,5 1,0 1,0

NOTA: CIM — Concentragdo inibitéria minima

'pacientes sob acdo da PGB 7 dias
“Pacientes sob acdo da PGB 21 dias

Tabela 9 — Distribuicdo dos pacientes quanto aos niveis de
sensibilidade a penicilina G dos S. oralis

Grupo Controle Grupo de Estudo Grupo de Estudo

7 dias 21 dias
Sensivel 56,1% (46/82) 41,1% (39/95) 44,8% (39/87)
Resisténcia 37,8% (31/82) 58,9% (56/95) 55,2% (48/87)
intermediaria
Resisténcia 6,1% (5/82) - -
de alto nivel

NOTA: PGB — Penicilina G benzatina
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5. DISCUSSAO

5.1. ARELACAO ODONTOLOGIA X CARDIOPATIA REUMATICA

Revisando a literatura e confrontando o regime de profilaxia secundaria
para a FR com a PGB 1.200.000 Ul IM a cada trés semanas contra quatro
semanas, concluiu-se que, em paises onde o risco para a FR é baixo,
devem-se seguir as recomendacdes da AHA e da Organizacdo Mundial de
Saude e continuar com o regime de administracdo da PGB mensal; porém,
em paises onde existe um alto risco para a FR, a adoc¢ao do regime a cada
trés semanas € mandatoria, haja vista o alto indice de estreptococcia a que
esses individuos encontram-se expostos. A duracdo do regime de profilaxia
€ um assunto controverso, pois ndo existem recomendacdes baseadas em
evidéncias cientificas. No Brasil, em geral, quando se tem FR sem cardite, a
profilaxia tem duracdo de cinco anos, ou até os 18 anos de idade; na
presenca de cardite sem sequela valvar ou com minima sequela, cerca de
dez anos, ou até os 25 anos de idade; e, com sequela valvar, a profilaxia
deve ser mantida por toda a vida® * > 7+ 10212325,

O regime de profilaxia secundaria para a FR com a PGB é direcionado
para erradicar o SGA do trato respiratorio superior. Porém, a influéncia da
PGB sobre os S. sanguinis e S. oralis, maiores causadoras da El, nao foi

verificada®. Recentemente foi publicado um estudo no qual foi avaliado o

efeito da PGB crbnica para profilaxia secundaria da FR em criancas na
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susceptibilidade do grupo Viridans a alguns tipos de antibioticos, porém com
uma casuistica inexpressiva *.

Os pacientes portadores da CR, até o Ultimo Guidelines da AHA®,
deveriam tomar uma dose antibidtica profilatica antes de procedimentos
capazes de causar bacteriemias realizados no trato geniturinario, respiratorio

2129, 33, 3531 39 Apesar de restricdes & profilaxia

ou estomatognatico
antibidtica para El terem sido sugeridas, segundo 1t0*®, cada pais tem que
avaliar o custo- beneficio segundo sua propria experiéncia com a doenca.

Atividades diarias envolvendo higiene oral e alimentacdo, segundo
alguns estudos, respondem por mais de cinco mil minutos de bacteriemia a

A 30, 34, 35, 60 . ~
cada més , demonstrando que o risco de El ndo ocorre apenas nos
procedimentos cirdrgicos odontologicos.

Alguns estudos sugerem o aumento de cepas de Streptococcus
Viridans resistentes a antibioticos e, com isso, 0 surgimento de falha nos
regimes de profilaxia antibiotica para a El, mas as populacdes avaliadas nao
compreendiam com especificidade os pacientes portadores da CR sob

. . - 33, 43, 61-65 ifi
profilaxia secundaria da FR com PGB . Nosso estudo qualificou,

guantificou e mensurou, através das CIMs, a susceptibilidade das cepas

bacterianas pesquisadas a penicilina G.
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5.2. RESULTADOS

A caracterizacdo da casuistica demonstrou a prevaléncia do sexo
feminino no grupo de estudo (62/100) e do sexo masculino no grupo controle
(62/100). A média de idade do grupo de estudo foi aproximadamente a
metade da do grupo controle, (26,5 = 8) versus (55 + 6) respectivamente.
Devido a captacao dos pacientes de forma aleatéria e continua, houve uma
heterogeneidade em relacdo ao sexo e a idade, explicada pela prevaléncia
da FR por mulheres jovens® e da doenca arterial coronariana por homens
de meia idade®’. Do ponto de vista estatistico, a diferenca entre os grupos
guanto ao sexo poderia representar um viés para efeito de comparacao,
porém um levantamento epidemiolégico em saude bucal realizado pelo
DATASUS, em 1996, mostra que ndo ha diferenca dos indices de dentes
cariados, perdidos e obturados entres os sexos masculino e feminino em
todas as unidades da federacdo do Brasil®®. A diferenca entre as médias das
idades também né&o foi considerada um viés. A existéncia de vastos estudos
em torno microbiota da cavidade oral e faringe mostram que a colonizacéo
do S. sanguinis e S. oralis no biofilme oral inicia-se a partir da infancia e
modifica-se somente em razao do desequilibrio na microbiota bucal, ocorrido

41,55,69. 70 " ~gnsideradas como fator de

na vigéncia das infeccfes periodontais
exclusdo em nosso estudo.

Os tipos de cardiopatias reumaticas presentes foram registrados com o
objetivo de caracterizar o grupo de estudo. A insuficiéncia mitral, segundo a

literatura, é a valvopatia mais prevalente na cardiopatia reumatica™ ™.
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Nossos resultados corroboram esse conceito, pois essa Vvalvopatia
prevaleceu em 54% dos pacientes do grupo de estudo.

Os S. sanguinis e S. oralis sdo comensais habituais da cavidade oral
presentes na formacao inicial da placa bacteriana dentaria, representando
cerca de 80% dos Streptococcus desta fase* ®**. A PGB 1.200.000 Ul IM
exerce acdo bactericida sobre os Streptococcus sensiveis em fase de
multiplicacdo ativa’®, o que, hipoteticamente, determinaria uma diminuicdo
desses microrganismos na cavidade oral dos pacientes do GE.

O S. sanguinis foi identificado em todos o0s grupos, entretanto em um
pequeno numero de pacientes, corroborando com o Unico estudo que
encontramos em pacientes sob profilaxia para a FR com a PGB 1.200.000
UI*®. Sua presenca no GC foi comparada ao GE — 7 dias e ao
GE - 21 dias, nao havendo diferenca (P=0,40). Isso demonstrou que a PGB
nao interferiu no crescimento da espécie. O pequeno numero de amostras
em que o S. sanguinis cresceu difere da literatura em dois estudos® ’°. Vale
lembrar que ha uma grande dificuldade para realizar o isolamento das UFC
morfologicamente dentro das diluicbes das amostras semeadas nos meios
de cultura para submeté-las aos testes bioquimicos que comprovam a qual
espécie a cepa isolada pertence. Além disso, esses estudos utilizaram a
metodologia classica para identificacdo de Streptococcus através de kits
comerciais de identificacdo aliados aos testes padrdes de triagem para o
género. Porém, em nosso estudo, foi adotada a metodologia em que Ruoff et
al.>® estabelecem a realizacdo de testes bioquimicos com adicdo de trés

substratos fluorogénicos para a correta identificacdo das espécies do género
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Streptococcus sem a superposi¢cdo de espécies, como ocorre na utilizacéo
desses kits comerciais.

O S. oralis foi identificado em todos os grupos de pacientes, e, na
comparacao entre eles, houve maior presenca deste microrganismo no GE —
7 dias quando comparada ao GC (P=0,007). A coleta da saliva do
GE - 7 dias situa-se no periodo que representa a maior concentracdo do
farmaco no soro®®. Isso evidencia a n&o influéncia da PGB no microrganismo
mais prevalente na placa bacteriana, segundo a literatura®® % 773,

Na analise da identificacdo de outras espécies, houve uma maior
presenca destas no GC em relacdo aos pacientes que estavam sob efeito da
PGB (P<0,001), evidenciando o efeito deste farmaco sobre a microbiota
bucal presente no grupo tratado. Comparando-se o GC ao GE — 7 dias e ao
GE — 21 dias, ha uma maior presenca de outras espécies no GC (P<0,001,
P<0,001, respectivamente). Um estudo recentemente publicado comparou a
susceptibilidade a penicilina do grupo Viridans entre uma pequena
populacdo de criancas sob profilaxia secundaria para FR com a PGB e
criancas saudaveis. O numero de espécies identificadas nao diferiu entre os
dois grupos estudados, porém a casuistica foi inexpressiva para inferir
conclusdes sélidas, segundo os préprios autores®.

Os numeros das UFC/mL de saliva de S. sanguinis, de S. oralis e de
outras espécies de Streptococcus foram comparados entre GC, GE — 7 dias
e GE - 21 dias, e ndo houve diferenca estatistica entre eles (P=0,98; P=0,73

e P=0,77, respectivamente), o que corrobora com a literatura encontrada>®

43
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Quanto as CIM do S. sanguinis e do S. oralis, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos (P=0,79 e P=0,13, respectivamente). Ao
observarmos as CIMgy do S. sanguinis e S. oralis (Tabelas 6 e 8),
verificamos a auséncia de diferenca das CIMs nas duas espécies, no GC,
GE - 7 dias e GE — 21 dias. Os critérios interpretativos para os testes de
sensibilidade dilucionais sdo baseados na técnica da microdiluicdo, na qual
as concentracdes testadas variam como uma progressao geomeétrica com
fator 2. Portanto, diferencas de uma diluicdo usualmente sédo consideradas
limitacdo metodologica, e diferencas de duas ou mais diluicbes séo
consideradas significativas.

Ao observarmos as Tabelas 7 e 9, verificamos a presenca de
resisténcia de alto nivel do S. oralis apenas em 6% dos pacientes do GC.
Devido ao fato de esses pacientes ndo estarem sob pressao antimicrobiana,
a explicacdo mais plausivel para essa resisténcia seria o contato com
criancas, haja vista a idade mais avancada dos pacientes desse grupo. O
contato com infantes é causa do aparecimento de microbiota com resisténcia
de alto nivel devido ao alto indice de infeccdes recorrentes orofaringeas e
pulmonares”™.

O uso cronico da PGB no GE néo alterou de modo significativo a
susceptibilidade dos S. sanguinis e S. oralis a penicilina G. Nossos achados
estdo de acordo com o Unico estudo publicado que encontramos, o qual
avaliou a influéncia da PGB crénica sobre a susceptibilidade dos
Streptococcus Viridans aos antibiéticos®®. A literatura enfatiza o aumento da

resisténcia, ou dos valores das CIM, dos Streptococcus Viridans e, portanto,
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a elevacdo do numero de cepas resistentes a antibidticos isoladas em
hemoculturas positivas para El. Porém, esses pacientes encontravam-se sob
antibidticoterapia via oral e os intervalos das CIMs diferem dos padronizados

peIO CLS|43 61-63, 65, 75-77

5.3 — CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permite inferir que a PGB cronica ndo altera de modo
significativo a susceptibilidade a penicilina dos S. sanguinis e S. oralis,
principais espécies isoladas nas El.

Muita énfase tem sido dada a falta de eficacia da profilaxia antibidtica
contra a El na ultima diretriz para combate e prevencao da El, pois existem
estudos que demonstram sua ocorréncia mesmo sob essa modalidade de
tratamento previamente a um procedimento odontolégico capaz de causar
bacteriemia. Além disso, alertam para o risco de anafilaxia ao administrar a
profilaxia padréo para EI com 2g de amoxicilina.

Entretanto, os paises que publicaram essa diretriz estdo em patamares
opostos ao do brasileiro, haja vista o regime mensal adotado para a
profilaxia da FR devido a baixa incidéncia da doenca naguelas populacodes.

A populacéo brasileira esta exposta a um alto indice de estreptococcia,
motivo pelo qual se encontra na 122 posicdo mundial de incidéncia da FR e o
regime adotado para sua profilaxia € com a penicilina de 21 em 21 dias.

O sistema de saude € deficiente no pais. Com isso, uma grande

parcela das pessoas desenvolve a CR e exp0e-se ao risco de adquirir a EI.
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A principal porta de entrada da El é a boca e as condi¢bes de saude bucal
da populacéo sao precérias.

Apesar do alerta em torno do risco da anafilaxia na administragéo da
penicilina, ndo observamos nenhum tipo de reacéo de hipersensibilidade em
aproximadamente 200 injecdes de PGB realizadas durante nosso estudo.

Dessa forma, sdo necessarios estudos direcionados a populacdo
brasileira para conhecermos a nossa realidade e, entdo, adapta-la as
mudancas sugeridas pela AHA. Enquanto aguardamos esses dados, seria
prudente continuarmos a aplicar as recomendacdes da penultima diretriz da
AHA, na qual a profilaxia para a El € recomendada aos pacientes portadores
da CR previamente a procedimentos que causem bacteriemia no trato
geniturinario, trato respiratorio e sistema estomatognatico.

O nosso estudo contribui para a interface entre a Odontologia e
Medicina, pois demonstra que, sob a acdo da PGB prolongada, ndo ha a
diminuicdo da principal microbiota envolvida na etiologia da El e, entdo, a

profilaxia antibidtica prévia a procedimentos que causem bacteriemia faz-se

necessaria.
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6. CONCLUSOES

Nosso estudo possibilitou as conclusdes:

A penicilina G benzatina provocou uma maior colonizagdo pelo
Streptococcus oralis 7 dias ap6s a sua administracao;

A colonizacao pelo Streptococcus sanguinis ndo foi alterada durante o
ciclo da penicilina G benzatina;

A quantidade de Streptococcus Viridans ndo-sanguinis e nao-oralis
diminuiu aos 7 e 21 dias apos a administracdo da penicilina G benzatina;

A susceptibilidade dos Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis
a penicilina G néo foi alterada durante o ciclo da penicilina G benzatina;

A penicilina G benzatina ndo provocou reacdes de hipersensibilidade

em nenhum paciente do estudo.
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7. ANEXOS

Anexo A — Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE ...ttt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : ......coovooeveaeveeeseeeeoesvese e sExo: MZ FZ
DATA NASCIMENTO: ....cco.fuwerii v
ENDEREGCO: ...ttt N°: ....... APTO: ......
BAIRRO: ...oiiiiiieeiiieeee e CIDADE: ...t
CEP:..coee TELEFONE: DDD (............ ) SRR

2. RESPONSAVEL LEGAL .....ooviiveeteceeeteee ettt ve st en s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ...........cccvvveenne [ER e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......ccoooeivieee i SEXO: MZ FZ
DATA NASCIMENTO: .....[.......l......

ENDEREGO: ..ot NI APTO: ..o,
BAIRRO: ....oovoomiiaeisse st CIDADE: ..o e
CEP: oo TELEFONE: DDD (........... Yottt

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA~CIENTI'FICA
1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: AVALIACAO DA MICROBIOTA BUCAL
EM PACIENTES SOB USO CRONICO DE PENICILINA G BENZATINA
2. PESQUISADOR: André Andrade de Aguiar
CARGO/FUNCAO: Doutorando
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL Ne° 75200 (Conselho Regional de Odontologia de S&o Paulo)

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade Clinica de Cardiopatias Valvares do Instituto do Coragdo do HC
FMUSP
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3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEMRISsCO Z RISCO MINIMO RISCOMEDIO Z

~ ~

RISCOBAIXO Z RISCO MAIOR Z

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA : 24 meses

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

Vocé esta sendo convidado (a) a participar deste estudo por ter tido Febre
Reumatica ou por ter doenca nas coronarias. O objetivo do trabalho é ver
guais as bactérias da boca de quem toma Benzetacil e comparar com as da
boca de quem tem doenca nas coronarias.

Vamos fazer um exame de dentista de sua boca e vamos pedir para que
vocé mastigue uma goma de parafina, sem gosto, sem cheiro, e esterilizada.
Apoés 3 a 5 (trés a cinco) minutos vocé vai cuspir a saliva formada em um
frasco. Isto sera feito em 2 (duas) ocasifes: 1 (uma) e 3 (trés) semanas apos
ter tomado o Benzetacil. Esta parafina ndo causa nenhum mal a sua saude.
O desconforto € minimo, pois € um exame de sua boca, o dentista sO vai
olhar, sem mexer nos seus dentes. Mesmo se vocé engolir a goma, ela ndo
oferece risco a sua saude.

Vocé terd como beneficios saber como esta a sua saude bucal e receber
orientacoes.

Sua participacado ndo é obrigatéria, e a ndo participacdo, ndo influenciara no
seu tratamento no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP.

OBS.: Se vocé tem doenca nas coronarias, esse exame so6 sera feito uma vez.
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. A qualquer momento vocé poderé solicitar informagdes sobre o andamento
da pesquisa. Vocé poderd também conversar com o pesquisador e
esclarecer qualquer divida a respeito da pesquisa.

2. Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento para participar desta
pesquisa a qualquer momento sem que iSSO cause prejuizo ao seu
atendimento médico.

3. As informagbes sobre vocé sdo confidenciais e serdo tratadas com sigilo e
com privacidade. Somente serédo fornecidas a outras pessoas autorizadas por
vocé. As observac0es feitas, ndo seréo identificadas como sendo suas.

4. Se houver qualquer problema resultante desta pesquisa vocé tera disponivel
o atendimento meédico no Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo.

5. Vocé nao recebera nenhuma compensacdo financeira pela participacao
nesta pesquisa.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES
ADVERSAS

Pesquisador Responsavel: Prof® Dr. Max Grinberg

Unidade Clinica de Cardiopatias Valvares do Instituto do Coracdo do
HCFMUSP

Rua Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44, Ambulatério Bloco Il, Divisdo de
Clinica

Telefone: 3069-5056

Pesquisador Executante: André Andrade de Aguiar




43

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo
de Pesquisa

Sao Paulo, de de 2005.

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
André Andrade de Aguiar



Anexo B — Numero de UFC/mL de S. sanguinis

Paciente

Grupo
Controle

PGB 7 dias

PGB 21 dias

© 00N Ul WN P

W WWWWWWNDNDNDNDNDNMNNMNMNNNNMNRP,ERPPRPEPRPRPRPEPRPERPPRERRPR
OO0k, WNPFPOOONOUUD, WNPEPOOONODOGA~AWDNLEDO

10000000

14000000

62000000

10000000

54000000

330000000

60700000

17000000

19000000
20000000

1300000
27000000

1600000

8000000

130000000
27000000

100000000

200000000

“continua”
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“continuacao”

Paciente

Grupo
Controle

PGB 7 dias

PGB 21 dias

37
38
39

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

200000000

130000000

540000

5000000

270000000

2000000

“continua”
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“conclusao”

Paciente

Grupo
Controle

PGB 7 dias

PGB 21 dias

77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

130000000

13000000
39000000

270000000

400000000

40000000

100000000

330000000

20000000

32000000

46
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Anexo C — NUumero de UFC/mL de S. oralis

Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21
Controle dias

1 6000000 40000000 1300000
2 360000 - -
3 4000000 200000000 5400000
4 74000000 15000000 -
5 10000000 - 130000000
6 - 40000000 2000000
7 80000000 130000000 1300000
8 4000000 2000000 21000000
9 - 230000000 30000000
10 1700000 3500000 470000000
11 40000000 8000000 50000000
12 240000000 3400000000 -
13 80000000 210000000 67000000
14 - 670000000 12000000
15 120000000 110000000 -
16 100000000 33000000 -
17 3300000 130000000 54000000
18 - 4000000000 2100000000
19 27000000 2700000 230000000
20 - 2000000 450000000
21 20000000 300000000 3300000
22 16000000 20000000 54000000
23 - 19000000 19000000
24 100000000 270000000 120000000
25 200000000 8000000 20000000
26 1000000000 20000000 -
27 - - 27000000
28 47000000 2000000 40000000
29 20000 57000000 80000000
30 2000000 1000000 -
31 130000000 - 390000000
32 - 40000000 1700000000
33 - 25000000 300000000
34 54000000 67000000 54000000
35 110000000 150000000 1200000
36 27000000 8700000 12000000
37 - 54000000 13000000

“continua”



“continuacao”

Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21 dias
Controle

38 - 48000000 33000000
39 200000 140000000 100000000
40 210000000 460000000 1400000000
41 1300000 74000000 100000000
42 53000000 130000000 3300000000
43 5400000 230000000 200000000
44 130000000 27000000 23000000
45 100000000 2700000 27000000
46 13000000 8700000 15000000
47 670000 150000000 170000000
48 1300000 150000000 13000000
49 20000000 60000000 44000000
50 20000000 400000000 77000000
51 30000000 10000000 17000000
52 13000000 67000000 130000000
53 - 20000000 29000000
54 33000000 27000000 10000000
55 540000 100000000 30000000
56 80000000 230000000 27000000
57 13000000 28000000 -

58 340000 33000000 340000000
59 - 80000000 480000000
60 - 41000000 15000000
61 200000000 33000000 20000000
62 800000000 200000000 20000000
63 - 33000000

64 1300000000 54000000 190000000
65 270000000 60000000 40000000
66 330000000 130000000 140000000
67 330000000 33000000 80000000
68 1000000 13000000 130000000
69 54000000 20000000 230000000
70 1300000 130000000 1500000000
71 540000000 270000000 430000000
72 8000000 330000000 530000000
73 570000000 540000000 20000000
74 33000000 60000000 100000000
75 54000000 74000000 13000000
76 33000000 15000000 40000000

“continua”
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“conclusao”
Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21 dias
Controle

77 100000000 54000000 200000000
78 270000000 54000000 54000000
79 200000000 540000000 54000000
80 800000000 13000000 -

81 130000000 2700000 17000000
82 - 60000000 -

83 54000000 19000000 -

84 270000000 210000000 47000000
85 2700000 54000000 10000000
86 2000000 480000000 54000000
87 23000000 54000000 54000000
88 54000000 54000000 42000000
89 40000000 30000000 47000000
90 - - 3300000
91 200000000 1300000 33000000
92 40000000 20000000 -

93 54000000 20000000 27000000
94 48000000 3300000 5400000
95 5200000 8000000 81000000
96 130000000 80000000 13000000
97 - 21000000 13000000
98 100000000 81000000 270000000
99 200000000 8000000 21000000
100 540000000 17000000 130000000

49



Anexo D — Numero de UFC/mL de Streptococcus de outras espécies

Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21
Controle dias

1 8000000 2100000 20000000
2 7640000 43000000 13000000
3 5700000 30000000 80000
4 - 270000 5000000
5 10700 670000 34000000
6 24740000 27000000 20000000
7 17000000 100000000 1000000
8 11300000 130000000 540000
9 54000000 6700000 37000000
10 6700000 540000000 330000000
11 60000000 20000000 -
12 - - 26000000
13 - 54000000 -
14 20470000 - -
15 - 130000000 2300000
16 94000000 1900000 500000000
17 10000000 4000000 -
18 127000000 1000000000 2500000000
19 17300000 400000000 -
20 15000000 54000000 1300000
21 15000000 110000000 -
22 3690000 - 130000000
23 68000000 130000000 180000000
24 80000000 - 67000000
25 - 5400000 -
26 5400000000 - 210000000
27 270000000 19000000 4000000
28 - 2700000 33000000
29 26700000 - -
30 20000000 - 380000000
31 - - -
32 60000000 - 1000000000
33 800000000 - 270000000
34 54000000 130000000 670000000
35 60700000 1000000000 -
36 20000000 - 40000000
37 813300000 270000000 -

“continua”
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“continuacao”

Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21 dias
Controle

38 81000000 - 33000000
39 1300000 - 80000000
40 4000000 - 80000000
41 27000000 100000000 -

42 200000 - 1000000000
43 67000000 270000000 130000000
44 6700000 13000000 54000000
45 340000000 - -

46 40000000 2000000 27000000
47 340000 - -

48 130000000 - -

49 - 80000000 -

50 67000000 600000000 -

51 6000000 20000000 -

52 54000000 240000000 -

53 542700000 4700000 -

54 67000000 15000000 4000000
55 101000000 - -

56 3400000 - -

57 17000000 - 2700000
58 80270000 - 400000000
59 810000000 - -

60 82700000 - -

61 540000000 27000000 -

62 330000000 540000000 -

63 230000000 - 80000000
64 2000000 - 87000000
65 20000000 - -

66 540000000 - -

67 170000000 470000000 -

68 804300000 27000000 13000000
69 10000000 23000000 -

70 130000000 - 540000000
71 1040000000 670000000 -

72 33000000 - 200000000
73 - 670000000 -

74 33000 27000000 330000000
75 - 67000000 -

76 184000000 - 54000000

“continua”
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“conclusao”
Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21 dias
Controle
77 130000000 7400000 -
78 1300000 47000000 -
79 1500000 270000000 73000000
80 302000000 - -
81 - - 20000000
82 4700000 270000000 -
83 - 8100000 13000000
84 270000000 - -
85 200000000 30000000 -
86 53000000 810000000 -
87 54000000 47000000 86000000
88 130000000 47000000 150000000
89 20000000 - 13000000
90 230000 40000000 8000000
91 - 160000000 60000000
92 2400000000 - 690000000
93 1300000 13000000 470000000
94 - - 60000000
95 350000000 - 940000000
96 100000000 5400000 -
97 324000000 27000000 54000000
98 - - -
99 - 370000000 47000000
100 - 200000000 34000000

52



53

Anexo E - Tabela de distribuicdo dos valores da CIM da espécie S.

sanguinis

Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21 dias
Controle

0,125 - -
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“continuacao”

Paciente

Grupo
Controle

PGB 7 dias

PGB 21 dias

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

0,064

“continua”
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“conclusao”

Paciente

Grupo
Controle

PGB 7 dias

PGB 21 dias

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

0,5

55



Anexo F — Tabela de distribuicdo dos valores da CIM da espécie S. oralis

Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21 dias
Controle

1 4 0,032 0,5
2 0,016 - -

3 0,016 0,016 0,19
4 0,5 0,094 -

5 0,094 - 1

6 - 15 1

7 0,094 0,75 0,75
8 0,047 0,5 0,064
9 - 0,19 0,25
10 0,5 0,5 1
11 0,094 0,5 0,047
12 0,38 0,38 -
13 0,5 0,5 0,25
14 - 0,38 0,047
15 0,023 0,047 -
16 0,047 0,064 -
17 0,19 0,047 0,094
18 - 0,047 0,047
19 0,032 1 0,5
20 - 0,125 0,064
21 0,016 0,25 0,25
22 0,047 0,38 0,5
23 - 0,75 15
24 0,012 0,38 1
25 2 0,094 0,25
26 3 0,38 -
27 - - 0,047
28 0,064 0,25 0,047
29 0,38 1 0,25
30 8 0,25 -
31 0,016 - 0,023
32 - 0,38 0,047
33 - 0,25 0,064
34 0,047 0,016 0,25
35 0,047 0,75 1

“continua”



“continuacao”

Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21 dias
Controle

36 0,023 0,094 0,094
37 - 0,094 0,023
38 - 0,75 0,064
39 0,75 0,064 0,094
40 0,047 0,064 0,064
41 0,5 0,25 0,75
42 0,032 0,047 0,016
43 2 0,032 0,047
44 0,032 0,032 0,047
45 0,064 0,38 0,094
46 0,064 0,125 0,19
47 0,008 0,064 0,094
48 1 0,75 1
49 0,032 0,064 0,094
50 0,25 0,50 0,75
51 1,25 0,38 0,5
52 0,032 0,032 0,047
53 - 1,0 15
54 0,5 1,0 15
55 0,75 0,032 0,047
56 0,125 0,19 0,125
57 1,5 0,125
58 0,38 0,25 0,094
59 - 0,19 0,064
60 - 0,25 0,5
61 0,032 0,50 0,125
62 0,5 0,50 15
63 - 0,025 -
64 0,032 1 0,5
65 15 0,25 0,38
66 0,023 0,25 0,5
67 0,023 0,125 0,5
68 0,25 0,5 0,125
69 0,064 0,5 1
70 0,5 0,5 0,047
71 0,047 0,032 0,125
72 1 0,125 0,125
73 0,19 0,064 0,125
74 0,016 0,064 0,023

“continua”
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“conclusao”
Paciente Grupo PGB 7 dias PGB 21 dias
Controle
75 0,094 0,38 0,38
76 0,38 0,38 0,125
77 0,023 0,047 0,19
78 0,5 0,25 0,5
79 0,75 0,5 0,38
80 0,047 0,125 -
81 0,125 0,125 0,125
82 - 2 -
83 0,25 0,125 -
84 0,5 0,125 0,38
85 2 1,5 0,5
86 4 0,5 0,5
87 0,25 1 0,25
88 0,047 0,125 0,125
89 0,064 0,064 0,19
90 - - 0,5
91 0,032 0,38 0,5
92 1,5 0,38 -
93 0,016 0,064 0,75
94 0,5 1 0,38
95 0,012 0,25 0,75
96 0,125 0,5 0,75
97 - 0,19 0,125
98 0,25 0,032 0,032
99 0,032 2 0,75
100 0,75 0,047 0,38
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