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Resumo

A cavidade bucal apresenta alta diversidade e densidade de microrganismos,
0S quais podem ser patogénicos sob condicbes especificas. Entre estes,
Streptococcus ssp. hdo hemoliticos sdo predominantes nos diversos nichos bucais
em adultos e criancgas. Diversas espécies do género Streptococcus sao pioneiras da
cavidade bucal durante o estabelecimento da microbiota na infancia e ha evidéncias
de que este grupo bacteriano influencie na maturacao da microbiota bucal através de
interacOes metabdlicas e genéticas com outros microrganismos e com o hospedeiro.
A alta densidade microbiana dos nichos ecoldgicos bucais favorece ainda a troca de
informacdo genética intra- e interespécies. Através destas interacbes genes de
resisténcia a antibidticos podem ser disseminados. Assim, 0 objetivo dessa pesquisa
€ caracterizar a sensibilidade de isolados pioneiros das principais espécies orais de
estreptococos nao-hemoliticos quanto a sensibilidade a diversos grupos de
antibiéticos. Para isto, as concentracdes inibitérias minimas (CIM) dos antibiéticos
amoxicilina, eritromicina, tetraciclina, doxiciclina, estreptomicina e penicilina G foram
determinadas em 106 cepas isoladas de 21 criancas com 2 a 16 meses de idade,
através do método de micro-diluicdo. Obtivemos um total de 632 testes (uma vez que
toda cepa € testada em cada um dos 6 antibidticos e dois resultados precisaram ser
descartados). Os resultados indicaram que a maioria das cepas testadas 64,5%,
(n=408) apresentou sensibilidade a todos os antibidticos testados ao passo que 14,7%
(n=93) e 20,7% (n=131) foram classificadas como com resisténcia intermediaria ou
resisténcia a uma ou mais drogas. Os dados obtidos séo, portanto, consistentes com
nossa hipoétese inicial de que cepas de Streptococcus pioneiras da cavidade bucal de
criancas poderiam apresentar resisténcia a antibiéticos especificos, principalmente

aos mais utilizados no combate a infecgdes comuns na infancia.

Palavras-chave

Resisténcia a antibiético, Microbiota bucal, criangas, Streptococcus.



Abstract

The oral microbiota is characterized by high amount and diversity of
microorganisms, some of them may be pathogenic under specific environmental
conditions. Non-hemolytic streptococcal species are predominant in most ecological
niches of the mouth in adults and children. Several species of this genera are pioneer
microorganisms of the mouth of young children and influence in the development of
oral microbiota through metabolic and genetic interactions with other microorganisms,
and through interactions with host factors. The high microbial density of the oral
ecological niches increases the genetic exchanges among organisms, promoting for
example, the spread of genes involved in antibiotic resistance. The aim of this project
is to characterize the sensitivity to different antibiotics in pioneer streptococcal isolates
of the oral cavity of babies, which were classified into the major taxonomic groups of
non-hemolytic streptococci. To that purpose, the minimum inhibitory concentration
(MIC) of amoxicillin, erythromycin, tetracycline, doxycycline, streptomycin and
penicillin G will the determined in 106 strains, isolated from twenty four children with 2
to 16 months of age, using the micro-dilution method. The results indicated that most
strains tested 64.5% (n = 408) showed sensitivity to all tested antibiotics whereas
14.7% (n = 93) and 20.7% (n = 131) were classified as resistance or intermediate
resistance to one or more drugs. The data are therefore consistent with our initial
hypothesis that strains of Streptococcus pioneering the oral cavity of children may
exhibit resistance to specific antibiotics, especially those most used to fight common
infections in childhood.

Keywords

Resistance to antibiotics, oral microbiota, children, Streptococcus.
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1. Introducéo

A cavidade bucal representa uma das superficies do corpo com maior
quantidade e diversidade de microrganismos (AAS et al., 2008; KURAMITSU et al.,
2007; MARSH, 2003); estima-se que a microbiota bucal de adultos abrigue cerca de
700 espécies bacterianas ou filotipos (AAS et al., 2008; PASTER et al., 2001). Os
dentes representam os principais nichos ecoldgicos responsaveis pela diversidade e
densidade microbiana, porque os biofilmes formados sobre as superficies dentarias
sdo compostos por comunidades microbianas com alta densidade e complexidade
(KURAMITSU et al., 2007; MARSH, 2003). Ha diversas evidéncias de que o0s
principais patégenos bucais sdo adquiridos precocemente na infancia durante as
fases iniciais de colonizacdo bucal (CAUFIELD et al., 1993). Entretanto, ha poucos
estudos avaliando a composicédo e diversidade de espécies comensais durante as
fases iniciais de estabelecimento da microbiota bucal.

Os microrganismos comensais da boca parecem ter papel importante na
determinacdo do padrdo de resposta imunolégica durante as fases iniciais de
colonizagdo bucal (SMITH e TAUBMAN, 1995), o que pode influenciar
significativamente na susceptibilidade individual as infeccbes por espécies
patogénicas (NOGUEIRA et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2005; NOGUEIRA et al.,
2008). Estes sdo compostos especialmente por bactérias ndo-hemoliticas do género
Streptococcus (SMITH e MATTOS-GRANER, 2008; CAUFIELD et al., 2001).

Espécies de Streptococcus podem colonizar também outros sitios com alta
carga microbiana, como o trato gastrointestinal (PARK et al., 2005), e trato respiratorio
superior (BEK-THOMSEN et al.,, 2008), o que reforca o papel importante de
Streptococcus spp. no equilibrio da microbiota normal de humanos.

Nesse trabalho buscamos caracterizar o perfil de sensibilidade de cepas de
Streptococcus pioneiras da cavidade bucal frente aos antibiéticos mais utilizados uma
vez que a maioria das espécies de Streptococcus orais € naturalmente competente, e
possivelmente contribuem para a transferéncia de material genético entre diversos
componentes da microbiota humana (CVITKOVITCH, 2001), como sugerem as
analises recentes do genoma de espécies como Streptococcus mitis (DENAPAITE et

al., 2010). Assim, os genes de resisténcia a antibioticos podem ser disseminados e
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mantidos entre microrganismos bucais (FACKLAM, 2002), ou mesmo entre
microrganismos que colonizam outras regides mucosas, como o trato o respiratério
superior e o trato gastrointestinal (DENAPAITE et al., 2010; SIMOES et al., 2010;
ROBERTS e MULLANY, 2010). Este fendbmeno parece contribuir para o0 aumento da
ocorréncia de infec¢des de dificil controle na infancia (DENAPAITE et al., 2010;
SIMOES et al., 2010.

2. Revisao da literatura

Na maioria das pessoas, bactérias do género Streptococcus sao pioneiras nos
diversos nichos ecoldgicos da boca, incluindo-se superficies mucosas e superficies
dentérias, e permanecem predominantes na microbiota de adultos (AAS et al., 2008;
DIAZ et al., 2006).

A alta densidade e diversidade microbiana nos nichos ecoldgicos bucais, e a
capacidade de troca horizontal de material genético por diversas espécies
microbianas destes nichos, através de transformacdo natural, conjugacdo e
transducdo contribuem para a disseminagdo de genes entre 0s microrganismos da
cavidade bucal (FACKLAM, 2002). Este fenbmeno explica em parte a grande
dificuldade de classificacdo das espécies de estreptococos orais e a constante

necessidade de alteracdes dos sistemas taxondmicos (FACKLAM, 2002).

Mais importante, as trocas genéticas contribuem para a disseminacao de genes
de viruléncia e de resisténcia a antibioticos (HANNAN et al., 2010). Streptococcus séo
naturalmente competentes, e podem ainda adquirir genes de resisténcia a tetraciclinas
de outros géneros do biofilme dental (Veilonella spp.), através de conjugacao
(HANNAN et al., 2010).

Ha diversas evidéncias de que cepas Streptococcus mitis pioneiras da cavidade
bucal tém estreita relagcdo com Streptococcus pneumoniae, compartilhando genes de
viruléncia como os codificadores de autolisinas (lytA), proteinas de superficie (pcpA,
pspA, pspC) e hialuronidase (hlyA). A analise do genoma de cepa S.mitis B6 indica
uma enorme capacidade de aquisicdo de genes de diversas espécies e géneros
microbianos, entre os quais predominam homélogos das espécies S. salivarius e S.

sanguinis, indicando que a transmissao horizontal ocorre predominantemente na
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microbiota bucal (DENAPAITE et al., 2010). A cepa S. mitis B6 contém ainda genes
de resisténcia a tetraciclina de transposons ndo comumente presentes em cepas
tetraciclina-resistentes de S. pneumoniae e genes de resisténcia a aminoglicosideos
contidos em elementos genéticos comumente detectados em Staphylococcus spp. e
Enterococcus spp. (DENAPAITE et al., 2010), sugerindo que trocas genéticas ocorram

entre S.mitis e outros géneros bacterianos da microbiota respiratOria e gastrointestinal.

Pressfes seletivas que favorecam a disseminacdo de genes de resisténcia
entre espécies da microbiota da mucosa oral, digestoria e respiratéria superior,
possivelmente incluem a administracdo de antibioticos para conter infec¢des do trato
respiratorio superior na infancia (READY et al., 2004; SIMOES et al., 2010;
DENAPAITE et al., 2010). H& diversas evidéncias de que espécies de estreptococos
pioneiras da cavidade bucal desempenhem fun¢cdes de reserva e disseminacéo de
genes de resisténcia a antibidticos na microbiota de humanos (SIMOES et al., 2010;
READY et al., 2004; GUEIMONDE et al., 2006).

3. Proposicao

O objetivo deste projeto € caracterizar a sensibilidade de isolados pioneiros das
principais espécies orais de estreptococos ndo-hemoliticos quanto a sensibilidade a
diversos grupos de antibiéticos. Para isto, as concentracées inibitérias minimas (CIM)
dos antibiéticos amoxicilina, eritromicina, tetraciclina, doxiciclina, estreptomicina e
penicilina G foram determinadas em 106 cepas isoladas de 21 criancas com 2 a 16
meses de idade, através do método de micro-diluicao.

4. Material e métodos

Todos os antibidticos foram adquiridos da Sigma, na forma liofilizada, os quais
foram diluidos de acordo com o recomendado pelo fabricante. As solucdes de
antibioticos estdo armazenadas a -20°C em microtubos de tipo Eppendorf contendo

400puL cada. As solugdes sao preservadas por um periodo maximo de 2 meses.

Foram incluidos neste estudo um total de 106 isolados obtidos de 21 criancas

saudaveis com 2 a 16 meses de idade. Estas cepas de estreptococos foram isoladas
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de amostras coletadas da mucosa bucal e/ou placa dental de criangas que participam
do programa de prevencao de cérie dentaria do Centro de Pesquisa e Atendimento
Odontoldgico para Pacientes Especiais (CEPAE) da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — UNICAMP, sob a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
FOP/UNICAMP (protocolo 054/2010). A utilizagdo de antibioticos em até um més
antes do exame e problemas de saude sistémicos ou bucais foram adotados como

fatores de exclusao.

Estas criancas fazem parte da amostra estudada em dois projetos de bolsa de
Iniciagdo Cientifica (FAPESP, Proc. 2010/06785-1 e Proc. 2010/06786-8) e os
isolados foram identificados com base em sistema de classificacdo por PCR com
pares de primers desenvolvido por Garnier et al. (1997), ou sequenciamento parcial
do gene 16SRNA. A identidade da espécie dos isolados dos grupos Mitis e Sanguinis
foram confirmada através do sequenciamento de genes housekeeping sodA
(codificador da superoxido-dismutase dependente de manganés) e ddl (codificador de
D-alanina:D-alanina ligase) (FAPESP Proc. 2010/06786-8).

A Tabela 1 mostra a distribuicdo dos isolados de cada espécie ou grupo

taxondmico, segundo a faixa etéria das criancas testadas nessa pesquisa.

Tabela 1. Distribuicdo dos isolados desta pesquisa segundo a identificacao
taxonémica e faixa etaria das criancas hospedeiras.
Faixa etéria das criancas em meses
L (n)
Espécie ou grupo o4 57 810 11-13 14-16 TOTAL
4 @ (6 (C)] 3)

Streptococcus mitis 2 0 4 0 0 6
Streptococcus sanguinis 0 0 0 3 0 3
Streptococcus salivarius 31 3 11 37 15 97

TOTAL 33 3 15 40 15 106

Em todos os ensaios, foram utilizadas como controles, as cepas S. sanguinis
SK36 (ATCC BAA-1455), S. mitis NCTC 12261 (ATCC 49456), S. oralis INCQS 00470
(ATCC 10557), S. salivarius INCQS 00457 (NCTC 8618 / ATCC 7073). Estoques
congelados de cada cepa estdo armazenados a -70°C em Skim Milk (Difco). Para
obtencdo dos estoques bacterianos de trabalho utilizados nessa pesquisa,
descongelamos os estoques preparados pela pesquisa acima citada e os cultivamos
em Agar Mitis Salivarius (MSA) em 10% de CO2, a 37°C, por 24h. Em seguida,
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coldnias bacterianas foram transferidas para microtubos do tipo Eppendorf contendo
Skim Milk (Difco) permanecendo armazenados a -20°C.

4.1 Ensaios de determinacao das concentracdes inibitérias minimas (CIM) para
diferentes antibioticos.

As CIMs dos antibidticos Peniciina G, Amoxicilina, Eritromicina,
Doxiciclina/Tetraciclina e Estreptomicina foram determinadas nos isolados clinicos,
utilizando-se para cada experimento as cepas de referéncia como controle. Os
ensaios foram realizados segundo as recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI M7-A6, 62 Ed.). Foi definida como CIM, a minima
concentracdo de cada droga capaz de inibir o crescimento visualmente detectavel. A
Tabela 2 resume as concentracdes testadas para cada antibiotico (HORODNICEANU
et al., 1982; WALKER et al., 2000; HANSLIK et al., 2003; BANCESCU et al., 2004).

Tabela 2. Concentracdes de antibiéticos a serem testadas para a
determinacdo das concentracdes inibitérias minimas

Antibidticos ConcentragOes a serem testadas (ug/mL)
Beta lactamicos:

Penicilina G 8,0a0,016

Amoxicilina 8,0a0,016
Tetraciclinas:

Doxiciclina 64,0a0,12

Tetraciclina 64,0a0,12
Macrolideos:

Eritromicina 8,0a 0,016

Aminoglicosideos:

Estreptomicina 4000,0 a 7,8

Para isso, utilizamos o método de microdiluicdo em placas de microtitulacéo de
96 pocos. 100ul de caldo BHI estéril foram distribuidos em todos os pogos da placa,
com auxilio de uma micropipeta multicanal (8 canais). Apds isso, 100ul de uma
solucdo do antibidtico em BHI foram depositados na coluna 1, onde foi
homogeneizada por pipetagem. A seguir, 100pl do conteudo dos pogos da coluna 1
foram transferidos para os pocos da coluna seguinte. O processo foi repetido até a
coluna 10, objetivando a diluicdo 1:2 em cada coluna subsequente, de modo a se

obter uma concentragdo decrescente da droga da coluna 1 a coluna 10. Os 100yl
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finais obtidos da coluna 10 foram desprezados. O inéculo bacteriano, diluido em 100ul,

foi entdo acrescentado aos pocos.

Para preparo do in6culo, as cepas testadas foram reativadas em placas de
MSA (37°C; 10%COg2; 24h) (figura 1). Colbnias isoladas de cada cepa (figura 2) foram
transferidas para caldo BHI (4ml) e incubadas durante 24h. Apds crescimento (figura
3), as culturas de cada cepa foram ajustadas para uma absorbancia a 550nm (Assonm)
igual a 1,0. As culturas bacterianas foram entdo diluidas 1:20 em meio BHI estéril e
volumes de 100ul destas diluigdes transferidos para os pogos da cada placa. Como
controle positivo do crescimento microbiano, a coluna 11 recebeu meio de cultura sem
antibiético e o0 mesmo numero de bactérias. Como controle negativo do ensaio, a
coluna 12 conteve 200ul de meio de cultura estéril, ndo devendo apresentar
crescimento. Cepas de referéncia (ATCC) foram incluidas nos ensaios. As placas
foram incubadas a 37°C, sob atmosfera de 10% CO: (Water-Jacked CO2
Incubators/Cole Parmer Instruments, EUA) durante 24h. Apds este periodo, o
crescimento ou a inibicdo foram observados visualmente (figura 4). A interpretacéo do
teste de sensibilidade antimicrobiana foi realizada de acordo com a publicacdo CLSI
M100-S15 (2005). As cepas foram classificadas em categoria Sensivel, Intermediario
ou Resistente (Tabela 3).

Tabela 3. Critérios para determinacédo da sensibilidade a antibioticos atraves
do método de microdiluicdo em caldo

Concentragdes (ug/mL)

Antibioticos
Sensivel Intermediario Resistente
Penicilina G A <0,25 05a2 >4
Amoxicilina A <0,25 05a2 >4
Doxiciclina A <2 4 >8
Tetraciclina A <2 4 >8
Eritromicina A <0,25 0,5 >1
Estreptomicina B <250 500 a 1000 > 2000

Fonte: CLSI M100-S15 (2005)

As figuras abaixo mostram a sequéncia de realizacdo do ensaio de

concentracao inibitoria minima
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Figura 1. Reativacdo das cepas em placa de MSA.

Figura 2. Crescimento em placa de MSA apés 24 horas de incubacao a 37°C; 10%

CO:s2. As colbnias isoladas foram transferidas para caldo de BHI.
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Figura 3. Crescimento microbiano em caldo de BHI apds 24 horas de incubacéo.
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Figura 4. Placa de microdiluicdo apos 24 horas de incubacgéo a 37°C, atmosfera de

10% COz2. ApOs este periodo, o crescimento ou a inibicdo puderam ser observados.
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5. Resultados

Foram testados 106 isolados nos antibiéticos do grupo penicilinas, macrolideos,
tetraciclina, doxiciclina e aminoglicosideo de 21 criancas, obtendo dessa forma um
total de 632 testes (uma vez que toda cepa é testada em cada um dos 6 antibiéticos).

Essas 106 cepas pertencem a 3 grupos taxondmicos; seis da espécie S. mitis,
97 S. salivarius e 3 S. sanguinis. A média de idade das crian¢as cujas cepas foram

testadas é de 9,3 meses. Apresentamos os resultados dos testes na tabela 4.

Tabela 4. Distribuicédo dos isolados por espécie e sensibilidade aos

antibioticos
Antibisticos S. mitis S. salivarius S. sanguinis Total
S I R S I R S I R

Doxiciclina 5 75 8 13 3 104
Tetraciclina 6 71 6 20 3 106
PenG 5 1 47 37 13 2 1 106
Amoxicilina 5 61 29 6 3 104
Estreptomicina 6 93 4 3 106
Eritromicina 2 4 24 2 71 1 2 106
S = Sensivel; | = Intermediario; R = Resistente

Obs: duas cepas tiveram seus resultados descartados uma no antibiético
Doxiciclina e outra na Amoxicilina devido a contaminacao.

Os dados da Tabela 4 mostram que a maioria das cepas testadas 64,5%,
(n=408) apresentou sensibilidade a todos os antibiéticos testados ao passo que 14,7%
(n=93) e 20,7% (n=131) foram classificadas respectivamente como com resisténcia

intermediaria ou resisténcia a uma ou mais drogas.

Analisando os resultados para cada antibiético isoladamente, € possivel
constatar que a Eritromicina, foi a droga a qual houve maior nimero de cepas
resistentes 72,6% (n=77 das cepas testadas), comparada aos outros antibioticos. A
PenG, 49% (n=52) das cepas apresentaram sensibilidade e 36,8% (n=39) resisténcia
intermediaria. Quanto a Doxiciclina, 79,8% (n=83) das cepas apresentaram
sensibilidade, resultado semelhante ao obtido para a Tetraciclina, 75,5% (n=80) de
cepas sensiveis. Da mesma forma, 96,2% (n=102) das cepas testadas com
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Estreptomicina foram consideradas sensiveis pelos testes de CIM e 3,8% (n=4)
apresentaram resisténcia intermediaria a esse antibiético. A Estreptomicina foi o Unico
dos antibidticos ao qual nenhuma cepa apresentou resisténcia. No antibidtico
Amoxicilina, 63,5% (n=66) das cepas apresentaram sensibilidade e 30,8% (n=32)

demonstraram resisténcia intermediaria.

Além dos dados mostrados acima, pudemos observar que das 21 criancas
estudadas 11 (52,3%) apresentaram cepas resistentes a 2 ou mais antibioticos

indicando que essas cepas apresentam um fendtipo de multirresisténcia.

O grafico abaixo mostra a prevaléncia de cepas resistentes. Nele é possivel
observar que 30% das cepas testadas apresentaram um fen6tipo de multirresisténcia.

PREVALENCIA DE CEPAS RESISTENTESA 0,1, 2 OU 3
ANTIBIOTICOS

HO 1 m2 m3

6. Discussao

A significativa presenca de cepas resistentes encontradas, principalmente na
Eritromicina, é compativel com achados da literatura que tem apontado o0s
estreptococos como 0 grupo bacteriano mais frequentemente resistente as drogas
encontrado em criancas (ROBERTS e MULLANY, 2010).
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Da mesma forma, nossos resultados se assemelham aos resultados de testes
de resisténcia realizados por Ready et al (2003), que apontam a Eritromicina como
um dos antibidticos aos quais as cepas de estreptococos sdo mais resistentes.
Contudo, nossos resultados sobre sensibilidade as tetraciclinas diferem dessa
literatura. Da mesma forma, Ready et al (2003) e Roberts e Mullany (2010) apontam
elevada resisténcia dos estreptococos a tetraciclina, 0 mesmo néo sendo observado
no nosso trabalho. Os resultados da tabela 4 apontam que a maioria dos isolados

testados foi considerada sensivel a tetraciclina.

Os dados obtidos sé&o, portanto, consistentes com nossa hipotese inicial de que
cepas de Streptococcus pioneiras da cavidade bucal de criancas poderiam apresentar
resisténcia a antibioticos especificos, principalmente aos mais utilizados no combate

a infecgcbes comuns na infancia.

A presenca de cepas multirresistentes reforga essa concluséo, evidenciando
que esses antibiéticos podem de fato estar relacionados com o desenvolvimento de
cepas resistentes nas criancas testadas. Contudo, as contradi¢cdes encontradas entre
nossos resultados e alguns dos resultados presentes na literatura também apontam a
necessidade de aprofundar a compreensédo do fendmeno da resisténcia antibiética em

cepas de criangcas como as aqui analisadas.

7.Conclusao

Com base nos resultados deste estudo, podemos concluir que na populagao

estudada de criancas saudaveis com 6 e 12 meses de idade:

1) H& uma grande prevaléncia de cepas bucais de Streptococcus spp.
resistentes a um ou mais antibioticos entre criancas saudaveis com 2 a 16
meses de idade

2) Cerca de 52,3 % das criancas albergam cepas de Streptococcus spp.
multirresistentes, isto é resistentes a dois ou mais antibioticos.

3) A espécie Streptococcus salivarius comumente apresenta fendtipo de

resisténcia a multiplas classes de antibioticos.
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