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RESUMO

Introducéo: A endocardite infecciosa (El) representa um risco significativo para criangas
com cardiopatias congénitas ou portadoras de proteses valvares, podendo ser decorrente de
bacteremia associada a procedimentos odontoldgicos invasivos. Dentre 0s microrganismos
mais envolvidos nessa patologia, destacam-se os estreptococos do grupo viridans, cujos
perfis de viruléncia incluem adesdo e formacgdo de biofilme. Embora a profilaxia antibiotica
(PA) com amoxicilina (AMX) seja recomendada como prevencdo a EI, a crescente
resisténcia dos estreptococos orais a esse antibiotico compromete sua eficacia, evidenciando
a necessidade de antibi6ticos alternativos e de estratégias complementares que possam
diminuir a bacteremia, como o uso de antissépticos. Objetivo: Avaliar o perfil fenotipico de
adesdo e formacdo de biofilme de estreptococos orais resistentes & amoxicilina (EORA), bem
como sua suscetibilidade a antibidticos alternativos e a clorexidina (CHX). Material e
Metodos: Vinte e cinco cepas de EORA, previamente isoladas dacavidade bucal de criancas
cardiopatas com risco para El, foram analisadas por meio de ensaios in vitro. A adesao a
matriz extracelular (MEC) foi avaliada por meio daincubacgdo das bactérias por 1,5 hora em
pocos de placas revestidos com colageno do tipo I. A formacdo de biofilme de 24 horas foi
analisada utilizando-se a coloragéo por cristal violeta. A susceptibilidade antimicrobiana foi
determinadapelo método de difusdo em agar com discos dosantibi6ticos azitromicina (AZl),
claritromicina (CLA), eritromicina (ERI) e clindamicina (CLI), com a subsequente
verificacdo da presenca dos fendtipos de resisténcia M e MLS. Também foi determinada a
concentracdo inibitdria minima (C1M) da CHX e seu efeito, na concentracdo de 0,12%, sobre
biofilmes pré-formados, por meio do ensaio metabdlico do XTT. Os dados foram analisados
estatisticamente utilizando-se ANOVA de uma ou duas vias, seguida dos pds-testes
apropriados, sendo o nivel designificancia fixadoem 5%. Resultados: A maioria dos EORA
(84%) apresentou alto padréo de adesdo a MEC. Quanto a formag&o de biofilme, 64% foram
classificadas como fortes formadores de biofilme, enquanto 32% foram considerados
moderados produtores. Foi observada uma elevada taxa de resisténcia aos macrolideos, em
que 60% das cepas apresentaram resisténcia simultanea a ERI, AZI e CLA. Em contraste, a
CLI manteve ampla eficacia, com 96% dos isolados classificados como sensiveis. Apenas
uma cepa apresentou resisténcia a CLI, com concomitante resisténcia aos trés macrolideos
testados, caracterizando-a como multirresistente, ja que também apresentava resisténcia a
AMX. A CIM da CHX foi de 2 pg/mL para todos os isolados, e o tratamento com CHX a
0,12% eliminou a viabilidade dos biofilmes (p<0,0001). Conclusdo: Os EORA
demonstraram alta capacidade de adesdo a MEC e formacdo de biofilme. Verificou-se
tambem uma preocupante prevaléncia de resisténcia aos macrolideos. No entanto, a CHX
mostrou-se altamente eficaz frente as formas planctonicas e organizadas em biofilme dos
isolados testados.

Palavras-Chave: Placa dental, matriz extracelular, resisténcia a antibioticos, enxague bucal.



ABSTRACT

Introduction: Infective endocarditis (IE) poses a significant risk for children with
congenital heart disease or prosthetic valves and may result from bacteremia associated with
invasive dental procedures. Among the most frequently implicated microorganisms in this
condition are viridans group streptococci, whose virulence traits include adhesion and
biofilm formation. Although antibiotic prophylaxis (AP) with amoxicillin (AMX) is
recommended to prevent IE, the increasing resistance of oral streptococci to this antibiotic
compromises its effectiveness. This highlights the need for alternative antibiotics and
complementary strategies to reduce bacteremia, such as the use of antiseptics. Objective:
To evaluate the phenotypic profile of adhesion and biofilm formation of amoxicillin-resistant
oral streptococci (ARQOS), as well as their susceptibility to alternative antibiotics and
chlorhexidine (CHX). Materials and Methods: Twenty-five AROS strains, previously
isolated from the oral cavity of children with heart disease at risk for IE, were analyzed
through in vitro assays. Adhesion to the extracellular matrix (ECM) was assessed by
incubating the bacteria for 1.5 hours in collagen type I-coated wells. Biofilm formation after
24 hours was analyzed using crystal violet staining. Antimicrobial susceptibility was
determined by agar diffusion against azithromycin (AZIl), clarithromycin (CLA),
erythromycin (ERI), and clindamycin (CLI), followed by the identification of M and MLS
resistance phenotypes. The minimum inhibitory concentration (MIC) of CHX was
determined, as well as its effect at 0.12% on preformed biofilms using the XTT metabolic
assay. Data were statistically analyzed by one- or two-way ANOVA, followed by
appropriate post hoc tests, with a significance level of 5%. Results: Most AROS strains
(84%) exhibited a high adhesion pattern to ECM. Regarding biofilm formation, 64% were
classified as strong biofilm producers, while 32% were moderate producers. A high rate of
moderate or intermediate resistance to macrolides was observed, with 60% showing
simultaneous resistance to ERI, AZI,and CLA. In contrast, CLI remained broadly effective,
with 96% of strains classified as sensitive. Only one strain was resistant to CLI and
simultaneously resistant to all three macrolides tested, characterizing it as multidrug-
resistant due to its concurrent resistance to AMX. The MIC of CHX was 2 pg/mL for all
isolates, and treatment with CHX at 0.12% eliminated biofilm viability (p < 0.0001).
Conclusion: AROS strains demonstrated high adhesion capacity to ECM and significant
biofilm-forming ability. A concerning prevalence of macrolide resistance was identified.
Nevertheless, CHX proved to be highly effective against both planktonic and biofilm-
associated forms of the tested isolates.

Keywords: Dental plaque, extracellular matrix, antibiotic resistance, mouthwash.
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1. INTRODUCAO

A endocardite infecciosa (EI) é uma condigdo sistémica grave com importantes
implicacGes para a pratica odontoldgica, especialmente em individuos com cardiopatias
congeénitas ou préteses valvares.:? A doenca geralmente resulta de bacteremia decorrente de
procedimentos odontoldgicos invasivos, como extracdes dentarias, raspagens periodontais e
tratamentos endoddnticos.® Dentre os principais microrganismos envolvidos, destacam-se 0s
estreptococos do grupo viridans, que apresentam fatores de viruléncia relacionados a adeséo
e a formacdo de biofilme.*>

A American Heart Association (AHA) recomenda a profilaxia antibi6tica (PA) com
amoxicilina (AMX) por via oral para pacientes de risco a serem submetidos a procedimentos
odontoldgicos invasivos.® No entanto, relatos crescentes de resisténcia a AMX entre 0s
estreptococos orais, especialmente em individuos com cardiopatia congénita, tém levantado
preocupacdes quanto a eficacia da PA convencional.”? Além disso, essa resisténcia pode
também ser cumulativa para antibioticos alternativos, incluindo macrolideos e
clindamicinal®, utilizados em pacientes alérgicos as penicilinas.

A capacidade desses microrganismos de aderir a valvulas cardiacas, materiais
protéticos e superficies endocardicas lesadas potencializa sua patogenicidade, especialmente
quando associada a possiveis alteracdes fenotipicas de adesdo e formacédo de biofilme.#11
Como abordagem preventiva complementar, o uso de antissépticos como a clorexidina
(CHX) antes de procedimentos odontoldgicos tem sido utilizado para reduzir a carga
microbiana oral.1? No entanto, sdo escassos os estudos que avaliam a eficacia da CHX frente

a estreptococos orais resistentes a antibiéticos. 3
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Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar os perfis fenotipicos de
adesdo e formacdo de biofilme de estreptococos resistentes a amoxicilina, previamente
isolados da cavidade bucal de criangas com risco para EI.° Além disso, buscou-se investigar
asuscetibilidade dessas cepas a antibidticos alternativos, bem como a CHX, tantoem formas
planctdnicas quanto em biofilmes. A hipdtese é que esses estreptococos resistentes a AMX
apresentam elevados padrdes de viruléncia e resisténcia a outros antibioticos, embora sejam

suscetiveis a CHX.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo foi elaborada com base em artigos indexados nas bases de dados
PubMed e Portal da Capes abrangendo o periodo de 2011-2025. Foi utilizada a seguinte
chave de busca com o auxilio dos operadores booleanos OR e AND: ("Streptococcus™ OR
"oral streptococci”) AND (“"amoxicillin resistance™ OR "antibiotic resistance™) AND
("biofilm  formation” OR "bacterial adhesion” OR "collagen adhesion™) AND
("chlorhexidine” OR ™"alternative antibiotics™) AND ("oral cavity" OR "dental* OR
"endocarditis risk"). Foram incluidos nesta revisdo de literatura, 19 artigos descritos em
ordem cronoldgica de publicacdo, conforme normas do Programa de Pés-graduacdo em
Odontologia da UFPI. Para facilitar a compreenséo, a reviséo foi organizada nos seguintes
tépicos: Microbiota oral e estreptococos orais; Adesdo bacteriana e formacgéo de biofilme;
Resisténcia a amoxicilina; Clorexidina; Endocardite infecciosa. A caracterizacdo quanto a
autor, ano e informagdes relevantes dos artigos que compdem o referencial tedrico deste

projeto esta apresentada no quadro 1.

2.1 Microbiota oral e estreptococos orais

Caselli et al. (2020) realizaram uma pesquisa com 0 objetivo de catalogar o
microbioma oral de individuos saudaveis, incluindo caracteristicas de resisténcia a
antimicrobianos. Ao todo foram selecionados 10 homens e 10 mulheres segundo os critérios
de inclusdo. Foram coletadas amostras de diferentes regides bucais: dorso lingual, palato

duro, mucosa jugal, gengiva inserida, placa supra e subgengival e saliva. Cada nicho foi
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avaliado isoladamente evidenciando comunidades microbianas diferentes em cadaum deles,
0 que incluiu bactérias, fungos e virus. Streptococci foi 0 género bacteriano mais prevalente,
com as espécies S. oralis, S mitis, S. mutans, S. sobrinus, sendo descritas. Observou-se a
presenca de genes de resisténcia a macrolideos (erm B e mef A) em bactérias do grupo
viridans (VGS), o mecanismo de resisténcia descrito foi a bomba de efluxo.

Han et al. (2022) reuniram informagdes acerca darelacdo de influéncia mutua entre
a composicdo diversa da microbiota oral associada a presenca da doenca inflamatoria
intestinal e vice-versa. Observou-se que o0 género Streptococci € o mais prevalente e que
existe uma translocacdo de micro-organismos entre a cavidade oral com o intestino, o que
sugere sob determinadas condicdes que essa colonizacdo esteja envolvida na patogénese de
afeccdes gastrintestinais e orais. Através de procedimentos odontolédgicos invasivos S.
mutans e S.sanguinis sdo capazes de cair na corrente sanguinea e expressar a formacao de
proteinas ligadoras de colageno. Tais proteinas podem estimular os hepatécitos a produzirem
citocinas inflamatérias, além do mais, essas bactérias induzem as células de defesa
(linfécitos CD4 e CD8) a também produzirem citocinas que podem agravar a inflamacéo da
mucosa intestinal.

Bloch et al. (2024) discutiram acerca da diversidade de espécies estreptocdcicas
presentes na microbiota oral, seu papel na homeostase local, sua implicacdo para a saude e
sua patogénese bucal chamando atengdo aos fatores de viruléncia especificos que tais
espécies utilizam. Dentre os estreptococos do grupo viridans (VGS) o mais prevalente foi o
S. mitis. Os autores trazem que os VGS induzem a expressdo de citocinas pré-inflamatorias
em células endoteliais priméarias de artérias coronérias humanas assim como induc¢do de
citocinas em células sinoviais, o que sugere seu papel na etiologia da endocardite bacteriana

e da doenca reumatica, respectivamente.
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2.2 Adesao bacteriana e formacao de biofilme

Hiromishi et al. (2019) exploraram como os estreptococos orais, especialmente os do
grupo viridans, podem agir como agentes patogénicos em doencas sistémicas, apesar de
normalmente serem considerados comensais. Os estreptococos Sd0 0S primeiros
colonizadores da cavidade oral e participam ativamente na formacao de biofilmes dentérios.
Quando esse equilibrio € rompido, pode haver translocacdo bacteriana para outras partes do
corpo por meio de bacteremia (p. ex., procedimentos odontologicos invasivos),
desencadeando doengas como endocardite infecciosa, meningite, pneumonia, doengas
intestinais, renais e autoimunes. Os autores descrevem diversos fatores de viruléncia dos
estreptococos, incluindo proteinas de adesdo (como Antigen I/11, proteinas de ligacdo ao
colageno e fibronectina), pili, enolase, toxinas como a SpeB, peptidases, e estruturas que
favorecem evasdo do sistema imune. Destacam também o papel do DNA extracelular
(eDNA) e das proteinas semelhantes a histonas (HLP) na formacdo e manutencdo dos
biofilmes, além de seu potencial inflamatdrio. A sinalizacdo bacteriana via c-di-GMP, um
mensageiro intracelular, também é apontada como essencial na transi¢cdo entre vida livre e
biofilme, regulando viruléncia e formacdo da matriz extracelular. Por fim, autores concluem
que os biofilmes orais sdo uma fonte importante de infeccdo sistémica, especialmente em
idosos e imunossuprimidos, e defende o desenvolvimento de estratégias preventivas que nao
dependam apenas de antibidticos, considerando como alvos terapéuticos o eDNA, HLP e
vias de sinalizagdo como c-di-GMP.

Em uma pesquisa conduzida por Katsumata et al. (2021) foram analisadas seis
proteinas de superficie dependentes da enzima sortase A (SrtA) em Streptococcus mutans,

uma bactéria associada a carie dental. Foram criados mutantes deficientes em cada proteina


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Hamre/Harald+J.
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e em SrtA para avaliar adesdo a saliva, formacéo de biofilme, agregacédo e ligacdo a matriz
extracelular de colageno. O mutante sem SrtA apresentou reducédo drastica em todas essas
funcBes. Entre as proteinas, SpaP teve o maior impacto individual, especialmente na adeséo
salivar e ligacdo ao coladgeno. Os demais mutantes mostraram efeitos mais discretos,
sugerindo que essas proteinas atuam de forma coordenada na viruléncia da bactéria.

Wang et al. (2021) realizaram uma pesquisa para avaliar o impacto de cinco extratos
de chéa (verde, oolong, preto, pu-erh e crisaintemo) sobre a formacao de biofilme por espécies
de Streptococcus orais (S. mutans, S. salivarius e S. mitis) em diferentes superficies (vidro,
aco inox, hidroxiapatita e titédnio). Os extratos influenciaram propriedades celulares
importantes para adesdo bacteriana, como hidrofobicidade da superficie celular e
autoagregacdo. Os resultados mostraram que todos os extratos reduziram a hidrofobicidade
celular (até 57,9%), e alguns modificaram significativamente a capacidade de autoagregacdo
(aumentada por cha oolong e reduzida por cha pu-erh). A formacao de biofilme foi inibida
pelo chad pu-erh (até —2,61 log CFU/cm?) ¢ promovida pelo cha oolong (até +0,81 log
CFU/cm?). O cha de crisantemo reduziu o biofilme apenas em superficies de titanio. A
andlise estatistica do estudo revelou que a formacéo de biofilme esta correlacionada com a
combinacéo entre hidrofobicidade e autoagregacéo, mas ndo com cada uma isoladamente. O
titnio foi a superficie mais suscetivel & formagao de biofilme, especialmente por S. mutans.
As observacOes sugerem que os extratos de cha atuam interferindo nas propriedades fisico-
quimicas celulares que influenciam a adesdo bacteriana. Conclusivamente, os extratos de
cha podem modular a formacéo de biofilme oral, e sua aplicacdo em produtos odontologicos
pode oferecer beneficios adicionais no controle da microbiota oral e na prevencdo de céries

e doencas periodontais.
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Kumar et al (2024), revisaram o papel dos estreptococos orais, especialmente o
grupo viridans, na saude bucal e seu potencial envolvimento na carcinogénese. Esses
microrganismos representam cerca de 80% da microbiota oral e sdo fundamentais na
formacdo e manutencdo do biofilme dental. Os autores destacam que certas espécies, como
Streptococcus mutans e S. anginosus, estdo associadas a progressdo de tumores em locais
como boca, esb6fago, estbmago, colon e pulmdes. Mecanismos como producdo de
metabolitos pré-inflamatérios, formacao de biofilme, ativacdo dosistema imune, modulagédo
da barreira mucosa e producédo de acetaldeido (carcindgeno) foram discutidos. Além disso,
0 artigo apresenta estudos que relacionam essas bactérias a0 aumento da expressao de IL-6
e ativacdo davia inflamatéria NF-kB em modelos de cancer. Por outro lado, algumas cepas
de estreptococos demonstram efeitos protetores, suprimindo inflamagGes ou sendo
exploradas como ferramentas terapéuticas, como probi6ticos ou veiculos de entrega de
farmacos em ambientes tumorais hipoxicos. Por fim, concluiu-se que, embora 0s
estreptococos orais desempenhem papéis ambiguos — tanto pré quanto antitumorais —, sua
compreensao pode abrir caminhos para estratégias nao invasivas de diagnostico precoce e
terapias contra o cancer.

Sangeetha et al., (2024) investigaram como as bactérias orais Streptococcus
anginosus e Streptococcus mitis afetam os macréfagos murinos (RAW264.7) em termos de
morfologia, inflamagcdo e metabolismo. S. anginosus induziu uma resposta imune
inflamatdria intensa, com aumento de citocinas pro-inflamatorias (TNF, I1L-6, IL-1B),
ativacdo da via NF-kB e expressdo de enzimas inflamatérias como iNOS e COX2. Essa
resposta foi acompanhada de mudancas morfolégicas marcantes e reprogramacao
metabolica, incluindo aumento da glicélise (ECAR) e alteracbes em metabdlitos como

succinato e itaconato. Em contrapartida, S. mitis causou alteracbes morfoldgicas e
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metabolicas mais sutis e ndo desencadeou uma resposta inflamatoria significativa. Ambos
ndo afetaram a viabilidade celular, sugerindo que os efeitos observados estdo relacionados a
ativacdo imune e ndo a toxicidade. Os resultados demonstram que essas duas espécies de
estreptococos, embora do mesmo género e comensais da cavidade oral, provocam respostas
imunes e metabdlicas distintas nos macrofagos. 1sso pode ter implicacdes importantes na

compreensao do papel da microbiota oral em doencas inflamatérias e no cancer oral.

2.3 Resisténcia a amoxicilina

Nemoto et al. (2011) investigaram a presenca de estreptococos orais altamente
resistentes a amoxicilina (AMPC) em amostras de placa dental de 253 criancas e
adolescentes saudaveis no Japdo. Entre 344 amostras analisadas, 18 cepas (5,2%) de
estreptococos com MICs >16 ug/mL foram identificadas em 14 individuos (5,5%). As
espécies resistentes incluiam Streptococcus oralis, S. mitis, S. salivarius, S. sanguinis, S.
parasanguinis e S. australis. Essas cepas apresentaram também resisténcia cruzada a outras
penicilinas e a eritromicina, mas permaneceram sensiveis a levofloxacina. A maioria dos
isolados resistentes foi detectada apenas uma vez, sugerindo que podem ser transitorios. No
entanto, em um paciente, os mesmos clones foram encontrados repetidamente, indicando
possivel colonizacdo estavel. Comparagcdes com cepas isoladas de sangue mostraram que
essas Ultimas tinham MICs muito mais baixas. Os autores alertam para a presenca de cepas
resistentes mesmo em individuos saudaveis e ressalta a importancia do monitoramento da
resisténcia antimicrobiana, especialmente para prevencdo de endocardite infecciosa, onde a

amoxicilina é amplamente usada como profilaxia.
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Em outro estudo, Nemoto et al. (2013) avaliaram a presenca de estreptococos orais
resistentes a amoxicilina (AMPC) em 34 criangas e adolescentes japoneses com doengas
cardiacas congénitas que o0s colocam em risco para endocardite infecciosa (EI). Amostras de
placa dental foram coletadas e analisadas quanto a presenca de cepas com concentracdo
inibitoria minima (MIC) >16 pg/mL. Foi detectada resisténcia em 7 pacientes (20,6%), uma
taxa significativamente maior que a observada em criangas saudaveis em estudo anterior
(5,5%). As cepas resistentes identificadas incluiam Streptococcus mitis, S. oralis, S.
salivarius, e S. australis. Algumas delas foram detectadasem coletas repetidas apds 3 meses,
sugerindo colonizagdo persistente. Além da resisténcia a AMPC, as cepas também
mostraram resisténcia cruzada a outras penicilinas, macrolideos e cefalosporinas, mas foram
suscetiveis as quinolonas levofloxacino e tosufloxacino. Os autores alertam para a
necessidade de considerar antibidticos alternativos ao prescrever profilaxia para pacientes
com risco de El, especialmente diante da crescente presenca de cepas resistentes na
microbiota oral.

Numa pesquisa realizada por Suzuk et al. (2016) foi avaliada a suscetibilidade
antimicrobiana de estreptococos do grupo viridans (VGS) presentes na microbiota oral de
49 pacientes com risco de endocardite infecciosa (El), como aqueles com valvulas cardiacas
protéticas ou doencas cardiacas reumaticas. Foram isoladas e identificadas bactérias de
amostras de mucosa bucal e gengiva, e testada sua sensibilidade a penicilina, ampicilina e
vancomicina. Os principais grupos encontrados foram Streptococcus mitis (32,6%), S.
anginosus (32,6%), S. sanguinis (16,3%), S. mutans (12,2%) e S. salivarius (6,1%). A taxa
de resisténcia ou sensibilidade reduzida foi de 61,2% para penicilina e 55,1% para
ampicilina, enquanto todas as cepas foram sensiveis a vancomicina. O grupo S. salivarius

apresentou 100% de resisténcia aos dois antibidticos beta-lactamicos testados. Os autores
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concluem que ha uma alta taxa de resisténcia as penicilinas entre os VGS em pacientes com
risco de El, o que pode comprometer a eficicia de profilaxias com esses antibiticos.
Ressaltam a importancia de monitorar localmente a resisténcia antimicrobiana para guiar
decisOes terapéuticas e profilaticas mais eficazes.

Aradjo-Junior et al. (2022) realizaram uma revisdo sistematica e meta-analise para
investigar a prevaléncia de estreptococos resistentes a amoxicilina (AMPC-RS) na cavidade
oral de criangas, com foco especial em individuos com risco de desenvolver endocardite
infecciosa (EIl). Foram analisados 13 artigos publicados entre 2000 e 2021, com
metodologias variadas de isolamento bacteriano (biofilme dental, saliva, conteddo
endoddntico) e identificacdo (testes bioquimicos ou biologia molecular). A resisténcia foi
avaliada por difusdo em disco (38,3%), E-test (15,4%) e microdiluicdo (46,2%), com valores
de concentracdo inibitéria minima (MIC) atingindo até 128 pg/mL, especialmente em
espécies como Streptococcus mitis, S. sanguinis, S. oralis e S. salivarius. A prevaléncia de
criancas portadorasde AMPC-RS variou entre 5,5% e 86,3% entre os estudos, sendo a média
da meta-analise de 21,3% (12 = 0%, p = 0,705), com baixa heterogeneidade. A maioria dos
trabalhos foi classificada como de alta qualidade metodoldgica. Os achados ressaltam a
necessidade de atencdo a profilaxia antibiotica em criangas susceptiveis a El, sugerindo que
0 uso indiscriminado de antibiéticos pode comprometer a eficacia da amoxicilina como
agente preventivo padréo.

Plainvert et al. (2023) realizaram um estudo multicéntrico, conduzido pelo Centro
Nacional de Referéncia de Estreptococos da Franca, onde foram avaliados 522 casos de
infeccOes invasivas causadas por estreptococos ndo beta-hemoliticos (NBHS) entre marco e
abril de2021. As espécies mais prevalentes foram do grupo Streptococcus anginosus (33%),

S. mitis (28%), S. sanguinis (16%), S. bovis/equinus (15%), S. salivarius (8%) e S. mutans
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(<1%). A maioria dos casos ocorreu em homens (razdo M/F de 2,1:1) e idosos (mediana de
68 anos). As principais manifestacdes clinicas foram bacteremia sem foco (46%), infecgdes
intra-abdominais (18%) e endocardite (11%). Quanto a susceptibilidade antimicrobiana,
todas as cepas de S. anginosus, S. bovis/equinus e S. mutans foram sensiveis aos beta-
lactamicos. No entanto, houve elevada taxa de resisténcia a esses antibiéticos nos grupos S.
mitis (31%), S. salivarius (28%) e S. sanguinis (52%). A resisténcia aos macrolideos,
lincosamidas e estreptograminas (MLS) foi comum, superando 30% em todos 0s grupos.
Apesar disso, todas as cepas permaneceram sensiveis a vancomicina, dalbavancina e
apresentaram apenas resisténcia intrinseca de baixo nivel a gentamicina. Os autores
destacaram a falha dos testes de triagem baseados em disco de penicilina para detectar
corretamente todos os casos de resisténcia aos beta-lactdmicos, enfatizando a necessidade
de testes de MIC para guiar o tratamento adequado. Além disso, reforca a importancia da
vigilancia continua e da identificacdo precisa das espécies de NBHS, dada sua relevancia
clinica, especialmente em infeccdes graves como a endocardite infecciosa.

Jagadeesan et al. (2024) analisaram, em um estudo retrospectivo, o perfil de
sensibilidade antimicrobiana de estreptococos do grupo viridans (VGS) isolados de
pacientes com endocardite infecciosa (EI) entre 2018 e 2023, em um hospital cardiol6gico
na India. Foram isolados 100 VGS a partir de hemoculturas, com identificagio e teste de
suscetibilidade realizados pelo sistema Vitek 2. As espécies mais prevalentes foram
Streptococcus sanguinis (25%) e S. mitis/oralis (23%). A andlise revelou taxas preocupantes
de baixa suscetibilidade a penicilina, principalmente no grupo S. mitis/oralis (52%) e S.
alactolyticus (40%), com resisténcia variando também para ampicilina e ceftriaxona. A
resisténcia observada é atribuida a modificacdo de proteinas ligadoras de penicilina,

especialmente em espécies como S. mitis, dificultando a terapéutica com betalactamicos. A
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presenca de cepas com MIC elevado reforca a importancia do uso criterioso de antibi6ticos
e da realizagdo de testes de suscetibilidade com valores de MIC para orientar a terapia
adequada. A emergéncia de resisténcia representa um desafio significativo no tratamento
eficaz da EI, exigindo abordagem multidisciplinar e, em casos especificos, uso de

antibidticos alternativos como vancomicina ou daptomicina em combinagao.

2.4 Clorexidina

Queiroz et al. (2016) investigaram a influéncia do meio de cultura no efeito dose-
resposta da clorexidina (CHX) sobre biofilmes de Streptococcus mutans UA159, com o
objetivo de validar o uso do caldo Mueller-Hinton ajustado com cations (MH), com ou sem
adicdo de sangue, para avaliacdo daatividadeantibacteriana. Biofilmes foram cultivados por
5 dias em laminas de vidro imersas em trés meios diferentes (UTYEB, MH e MHS),
contendo 1% de sacarose, sendo tratados com diferentes concentracdes de CHX (0,0001% a
0,12%) por 1 minuto, duas vezes ao dia. Foram avaliadas a biomassa seca, viabilidade
bacteriana (UFC/mg) e pH do meio. Todos 0s meios permitiram observar um efeito dose-
resposta da CHX, porém os meios MH e MHS foram significativamente mais sensiveis que
0 UTYEB, permitindo melhor discriminacdo entre concentragbes e impacto sobre a
biomassa, viabilidade e acidogenicidade do biofilme. Concentragcdes de 0,12% CHX
mostraram efeito bactericida, enquanto concentragdes menores apresentaram efeitos
limitados. Os resultados demonstram que a escolha do meio de cultura afeta
significativamente os resultados da avaliagdo antimicrobiana in vitro, e que o0 MH pode ser

uma alternativa valida e padronizada, conforme recomendacdo do CLSI.
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Lee & Lee (2019) avaliaram a suscetibilidade de 80 cepas de estreptococos orais, em
formas planctdnicas e em biofilme, aos antissépticos clorexidina e cloreto de cetilpiridinio.
Foram determinadas as concentragBes inibitérias minima (MIC), bactericida minima
(MBC), inibitéria minima de biofilme (MBIC) e de erradicacdo de biofilme (MBEC). Os
resultados mostraram que a clorexidina apresentou valores de MIC, MBC, MBIC e MBEC
mais altos que o cetilpiridinio, indicando menor poténcia relativa. As diferencas de
suscetibilidade variaram entre as espécies, com S. mutans mostrando menor MIC e S.
salivarius  menor MBC a clorexidina. As cepas em biofilme demonstraram
significativamente mais resisténcia aos antissépticos que as planctonicas, com valores de
MBIC e MBEC até 200 vezes superiores. A clorexidina teve diferencas estatisticamente
significativas nos valores de MIC, MBC e MBIC entre as espécies, enquanto o cetilpiridinio
apresentou variagOes significativas apenas nos valores de MBEC. O estudo destaca que a
formacdo de biofilme compromete significativamente a eficacia dos antissépticos, sendo
necessaria maior concentracao para erradicacdo completa. Esses dados séo relevantes para o
uso clinico e formulacdo de produtos bucais eficazes contra estreptococos orais.

Vasconcelos et al. (2022) investigaram o potencial de dois 6leos essenciais (OES)
extraidos de espécies de Croton (C. argyrophyllus e C. pluriglandulosus), nativas da
Caatinga, em potencializar a acdo da clorexidina (CHX) contra formas planctonicas e
biofilmes de estreptococos orais. A composicdo quimica dos OEs foi determinada por GC-
MS, com destaque para o a-pineno (54,74%) no EO de C. argyrophyllus e para 1,8-cineol,
metileugenol e elemicina no EO de C. pluriglandulosus. Embora os OEs isoladamente
apresentem baixa atividade antimicrobiana (MIC > 8.000 pg/mL), a combinagdo com CHX
demonstrou efeito sinérgico contra trés das quatro cepas testadas, com reducdo significativa

dos valores de MIC e maior inibicdo do crescimento bacteriano. Ensaios com biofilmes de
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24h revelaram que a associagdo OE/CHX reduziu significativamente a biomassa e a
viabilidade celular em comparagcdo com a CHX isolada, especialmente para S. mutans ATCC
25175. A combinacdo EOAr/CHX apresentou maior eficacia do que EO/CHX em algumas
cepas, sugerindo que os OEs atuam como adjuvantes naturais ao aumentar a permeabilidade
da membrana bacteriana e facilitar a acdo da CHX. Os resultados indicam que os 6leos
essenciais de Croton podem ser promissores como coadjuvantes no controle de biofilmes
orais, embora mais estudos sejam necessarios para avaliar a toxicidade e eficdcia em

modelos multiespécies.

2.5 Endocardite infecciosa

Véhésarja et al. (2020) estudaram o impacto da interrupcéo da profilaxia antibiotica
(AP) em procedimentos odontol6gicos na Suécia, implementada em outubro de 2012, sobre
a incidéncia de endocardite infecciosa (EI) causada por estreptococos do grupo viridans
(VGS). A analise foi baseada em dados do Registro Nacional Sueco de El entre 2008 e
2017, utilizando uma andlise de séries temporais interrompidas (ITSA). A incidéncia
mensal de EI total, EI por VGS e por Staphylococcus aureus foi calculada e comparada
entre os periodos pré e poés-intervencdo. Os resultados mostraram que, apesar de uma leve
elevacdo na incidéncia de EI por VGS apds 2012 (0,065 casos por 10 milhdes de
individuos/més), essa tendéncia ndo foi estatisticamente significativa quando comparada a
tendéncia anterior. Da mesma forma, ndo houve aumento significativo na incidéncia de El
total ou por S. aureus. A prescricdo de amoxicilina por dentistas suecos caiu 20% em 2013,
sugerindo adesao as novas diretrizes. A conclusdo doestudo é que a suspensao da profilaxia

antibidtica em odontologia ndo levou a um aumento significativo da EI causada por VGS
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na populacdo sueca. No entanto, os autores recomendam cautela na interpretacdo, devido
ao tempo limitado de acompanhamento, auséncia de analise especifica de grupos de alto
risco e possivel subnotificacdo de casos com etiologia microbiana desconhecida.

Epprecht et al., 2024 realizaram um estudo observacional, conduzido no Hospital
Universitario de Zurique, investigando o impacto da mudanca nas diretrizes de profilaxia
antibidtica (PA) em 2008 — que passaram a recomendar PA apenas para pacientes de alto
risco antes de procedimentos odontoldgicos invasivos — sobre a incidéncia de endocardite
infecciosa (El) causada por estreptococos orais em pacientes de risco moderado. Foram
analisados 752 episddios de El entre 2000 e 2022, classificados segundo diretrizes da
Sociedade Europeia de Cardiologia e autoridades suicas. Os resultados mostraram que,
embora a proporc¢éo geral de EI por estreptococos orais tenha permanecido estavel, houve
aumento significativo nos pacientes de risco moderado apds a mudanca da diretriz (de
24,4% para 39%). A analise multivariada indicou que esses pacientes apresentaram mais
que o dobro de chance de desenvolver El por estreptococos orais no periodo pés-PA (OR:
2,59; 1C 95%: 1,16-5,81). Esse aumento foi especialmente associado a condi¢fes como
valvula adrtica bicuspide e prolapso da vélvula mitral, sugerindo que esses subgrupos
dentro da categoria de risco moderado tém risco semelhante ao de pacientes de alto risco.
Além disso, o estudo identificou que procedimentos odontoldgicos recentes e ma higiene
oral também foram fatores significativamente associados ao desenvolvimento de EI por
estreptococos orais. Os autores recomendam reavaliar as indicacdes de PA em pacientes
com anomalias valvares congénitas classificadas como risco moderado, enfatizando a
importancia de exames odontoldgicos regulares e estratégias educativas para prevencao.

A seguir ¢é apresentado uma tabela referente a um resumo dos estudos elencados

neste revisao:
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Caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo de literatura.

Referéncia

Nemoto et al. (2011)

Nemoto et al. (2013)

Suzuki et al. (2016)

Japéo

Japao

Japao

Principais resultados
Identificou  estreptococos
orais resistentes a
amoxicilina em criancas
saudaveis; detectou
resisténcia cruzada a outras
penicilinas e eritromicina;
destacou risco potencial a
profilaxia da endocardite.
Detectou  resisténcia  a
amoxicilina em criancas
com cardiopatias
congénitas, com  taxa
significativamente superior
a de saudaveis; sugeriu
necessidade de revisdo das
praticas profilaticas.
Avaliou suscetibilidade
antimicrobiana em pacientes
com risco de EI; encontrou
elevada resisténcia a

penicilinas; todas as cepas



Queiroz et al. (2016)

Hiromishi et al. (2019)

Brasil

Japao
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sensiveis a vancomicina;
destacou importancia do
monitoramento local.
Investigou influéncia do
meio de cultura na atividade
da clorexidina sobre
biofilmes de S. mutans;
demonstrou efeito dose-
resposta e recomendou caldo
Mueller-Hinton como
alternativa padronizada.
Descreveu fatores  de
viruléncia dos
estreptococos, como
proteinas de adesdo, pili e
toxinas; destacou a
importancia  do  DNA
extracelular e proteinas
semelhantes a histona na
formacdo de biofilmes e
infeccOes sistémicas.
Avaliou suscetibilidade de
estreptococos  orais a

clorexidina e cetilpiridinio;



Lee & Lee (2019)

Caselli et al. (2020)

Vahasarja et al. (2020)

Coreia do Sul

Italia

Suécia
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confirmou maior resisténcia
em biofilmes; destacou
necessidade de
concentracdes elevadas para
erradicacao.

Catalogou 0 microbioma
oral de individuos
saudaveis, identificando
espécies prevalentes como
S. oralis e S. mitis, e
detectou genes deresisténcia
amacrolideos (ermB e mefA)
associados a bombas de
efluxo.

Analisou impacto da
suspensdo da profilaxia
antibiotica em odontologia;
ndo encontrou aumento
significativo na incidéncia
de El por VGS; recomendou
cautela e mais estudos.
Estudou proteinas
dependentesde sortase A em

S. mutans; identificou SpaP



Katsumata et al. (2021)

Wang et al. (2021)

Han et al. (2022)

Japéo

China

China
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como a mais relevante na
adesdo e ligacdo ao
colageno; demonstrou que
mutantes deficientes
apresentaram reducdo
significativa na formag&o de
biofilme.

Demonstrou que extratos de
cha modificam propriedades
fisico-quimicas das células,
alterando hidrofobicidade e
autoagregacao; o cha pu-erh
reduziu a formacdo de
biofilme enquanto o cha
oolong promoveu.
Identificou translocacdo de
estreptococos orais para 0
intestino, com impacto na
patogénese de doencas
inflamatdrias intestinais;
demonstrou indugdo de
citocinas pro-inflamatorias
por proteinas ligadoras de

colageno.



Araujo Janior et al.

(2022)

Vasconcelos et al. (2022)

Plainvert et al. (2023)

Brasil

Brasil

Franca
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Realizou revisdo sistematica
e meta-andlise; constatou
prevaléncia média de 21,3%
de estreptococos resistentes
a amoxicilina em criancas;
sugeriu risco a eficécia

profilatica convencional.

Demonstrou efeito sinérgico
de Oleos essenciais de
Croton com clorexidina
contra biofilmes de
estreptococos; sugeriu
potencial como adjuvantes
naturais no controle da
microbiota oral.

Estudo multicéntrico
revelou resisténcia
significativa  aos  beta-
lactdmicos  entre  VGS
invasivos; destacou
necessidade de testes de

MIC  para  tratamento



Bloch et al. (2024)

Kumar et al. (2024)

Alemanha

india

32

adequado e  vigilancia
continua.

Revisou a diversidade de
VGS na microbiota oral;
destacou S. mitis como o
mais prevalente, associado a
inducdo de citocinas em
células endoteliais e
sinoviais, sugerindo papel
na etiologia da endocardite
bacteriana e doenca
reumatica.

Revisou o0 papel ambiguo
dos  estreptococos na
carcinogénese; destacou
mecanismos como producéo
de acetaldeido e inflamacéo
cronica; discutiu potenciais
usos terapéuticos como
probidticos e vetores de
farmacos.

Investigou respostas
imunometabdlicas distintas

de macrdéfagos frente a S.



Sangeetha et al. (2024)

Jagadeesan et al. (2024)

Epprecht et al. (2024)

India

india

Suica
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anginosus e S. mitis; S.
anginosus  induziu forte
inflamacdo e reprogramacéao
metabolica, enquanto S.
mitis teve efeitos mais sutis.
Analisou perfil de
sensibilidade antimicrobiana
em pacientes com ElI;
encontrou preocupante
resisténcia a penicilina em S.
mitis e S. oralis;
recomendou uso criterioso
de antibioticos e testes de
CIM.

Estudo observacional
revelou aumento de EI por
estreptococos  orais em
pacientes de risco moderado
apos mudanca nas diretrizes;
sugeriu  reavaliagdo  das

indicacdes de profilaxia.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o perfil fenotipico de adesdo e formacdo de biofilme de estreptococos
orais resistentes a amoxicilina (EORA), bem como sua suscetibilidade a antibioticos
alternativos e a clorexidina (CHX). Material e Métodos: Vinte e cinco cepas de EORA,
previamente isoladas da cavidade bucal de criangas cardiopatas com risco para El, foram
analisadas por meio de ensaios in vitro. A adesdo a matriz extracelular (MEC) foi avaliada
por meio da incubacdo das bactérias por 1,5 hora em pocos de placas revestidos com
colageno do tipo 1. A formagdo de biofilme de 24 horas foi analisada utilizando-se a
coloracdo por cristal violeta. A susceptibilidade antimicrobiana foi determinadapelo método
de difusdo em agar com discos dos antibioticos azitromicina (AZI), claritromicina (CLA),
eritromicina (ERI) e clindamicina (CLI), com a subsequente verificacdo da presenca dos
fenotipos de resisténcia M e MLS. Também foi determinada a concentracdo inibitoria
minima (CIM) da CHX e seu efeito, na concentracdo de 0,12%, sobre biofilmes pre-
formados, por meio do ensaio metabdlico do XTT. Os dados foram analisados
estatisticamente utilizando-se ANOVA de uma ou duas vias, seguida dos pos-testes
apropriados, sendo o nivel designificancia fixadoem 5%. Resultados: A maioria dos EORA
(84%) apresentou alto padréo de adesdo a MEC. Quanto a formacdo de biofilme, 64% foram
classificadas como fortes formadores de biofilme, enquanto 32% foram considerados
moderados produtores. Foi observada uma elevada taxa de resisténcia aos macrolideos, em
que 60% das cepas apresentaram resisténcia simultanea a ERI, AZI e CLA. Em contraste, a
CLI manteve ampla eficacia, com 96% dos isolados classificados como sensiveis. Apenas
uma cepa apresentou resisténcia a CLI, com concomitante resisténcia aos trés macrolideos

testados, caracterizando-a como multirresistente, ja que também apresentava resisténcia a
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AMX. A CIM da CHX foi de 2 pg/mL para todos os isolados, e o tratamento com CHX a
0,12% eliminou a viabilidade dos biofilmes (p<0,0001). Conclusdo: Os EORA
demonstraram alta capacidade de adesdo & MEC e formacdo de biofilme. Verificou-se
também uma preocupante prevaléncia de resisténcia aos macrolideos. No entanto, a CHX
mostrou-se altamente eficaz frente as formas plancténicas e organizadas em biofilme dos

isolad os testados.

Palavras-Chave: Placa dental, matriz extracelular, resisténcia a antibioticos, enxague bucal.

1. INTRODUCAO

A endocardite infecciosa (EI) é uma condigdo sistémica grave com importantes
implicacGes para a pratica odontoldgica, especialmente em individuos com cardiopatias
congeénitas ou préteses valvares.:? A doenca geralmente resulta de bacteremia decorrente de
procedimentos odontoldgicos invasivos, como extracdes dentérias, raspagens periodontais e
tratamentos endoddnticos.® Dentre os principais microrganismos envolvidos, destacam-se 0s
estreptococos do grupo viridans, que apresentam fatores de viruléncia relacionados a adesao
e a formacdo de biofilme.*>

A American Heart Association (AHA) recomenda a profilaxia antibi6tica (PA) com
amoxicilina (AMX) por via oral para pacientes de risco a serem submetidos a procedimentos
odontoldgicos invasivos.® No entanto, relatos crescentes de resisténcia a AMX entre 0s
estreptococos orais, especialmente em individuos com cardiopatia congénita, tém levantado

preocupacdes quanto a eficacia da PA convencional.”? Além disso, essa resisténcia pode
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também ser cumulativa para antibioticos alternativos, incluindo macrolideos e
clindamicina'?, utilizados em pacientes alérgicos as penicilinas.

A capacidade desses microrganismos de aderir a valvulas cardiacas, materiais
protéticos e superficies endocardicas lesadas potencializa sua patogenicidade, especialmente
quando associada a possiveis alteracdes fenotipicas de adesdo e formacédo de biofilme.#11
Como abordagem preventiva complementar, o uso de antissépticos como a clorexidina
(CHX) antes de procedimentos odontolégicos tem sido utilizado para reduzir a carga
microbiana oral.1? No entanto, sdo escassos os estudos que avaliam a eficacia da CHX frente
a estreptococos orais resistentes a antibidticos. '3

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar os perfis fenotipicos de
adesdo e formacdo de biofilme de estreptococos resistentes a amoxicilina, previamente
isolados da cavidade bucal de criancas com risco para EI.° Além disso, buscou-se investigar
asuscetibilidade dessas cepas a antibidticos alternativos, bem como a CHX, tantoem formas
planctonicas quanto em biofilmes. A hipotese é que esses estreptococos resistentes a AMX
apresentam elevados padrdes de viruléncia e resisténcia a outros antibioticos, embora sejam

suscetiveis 8 CHX.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismos e condicdes de cultivo

Foram avaliadas 25 cepas clinicas de estreptococos orais resistentes a amoxicilina
(EORA), isoladas da cavidade bucal de criangas com cardiopatias congénitas, previamente
caracterizadas quanto a presuncdo do género (Ferreira et al.® 2025). As culturas de estoque

foram cultivadas caldo detriptcaseina de soja — TSB (Sigma-Aldrich, EUA)a 37 °C por 24 h
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sob condigdes de microaerofilia (MA). Logo apds, a turbidez das suspensdes bacterianas foi
ajustada a escala de McFarland 0.5 (aproximadamente 1-2 x 10® UFC/mL), sendo
posteriormente diluida a concentragdo adequada para cada ensaio.

As seguintes cepas de estreptococos padrdes foram utilizadas nos experimentos de
avaliacdo de fendtipo e antimicrobianos: Streptococcus mutans UA159, S. mutans ATCC
25175, S. sobrinus ATCC 27351, S. sanguinis ATCC 10556, S. oralis ATCC 35037 e S.
mitis ATCC 49456. Uma cepa do género Bacillus spp. (isolado clinico), foi utilizada como

controle negativo no teste de adesdo a matriz extracelular.

2.2 Avaliacdo da adesdo dos EORA a matriz extracelular (MEC)

Para o ensaio de adesdo em MEC, culturas crescidas em TSB por 24h foram
centrifugadas e lavadas com tampao salina-fostafo (TSF), sendo o pellet obtido diluido em
TSF até formar a turbidez 0.5 da escala de McFarland. Logo ap6s, 100 uL. da suspensdo
bacteriana (aproximadamente 1,5 x10® UFC/mL) de cada uma das cepas foi adicionado a
placas de 96 pocos previamente revestidas com coldgeno tipo | (Corning Inc., EUA). Apds
incubagao por 1,5h a 37°C, os pogos foram lavados duas vezes com 100 uL TSF para a
remocao das células ndo aderidas.

As bactérias aderidas foram, entéo, recuperadas por meio de pipetacdo com 100 uL
de tripsina a 0,025% (Gibco, EUA) por um periodo de 30 s. O contetido coletado foi diluido
em série (10! a 10°%), semeado em &gar de triptcaseina de soja - TSA (Kasvi, Brasil), sendo
as placas incubadas a 37 °C sob MA. Apo6s 48h, o nimero de coldnias foi quantificado.

De acordo com o numero de células microbianas aderidas, a capacidade de adesdo a

MEC de cada cepa foi classificada como: <103 n. de células aderidas = baixo padrdo de
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adesdo; entre 103 e 10* n. de células aderidas = moderado padrdo de adesdo, e >10%n. de

células aderidas = alto padrdo de adesdo.

2.3 Perfil de formacéo de biofilme dos EORA em placas de poliestireno

Suspensdes bacterianas (10° UFC/mL) em TSB suplementado com 1% de sacarose
foram inoculadas em placas de 96 pogos de fundo chato e incubadas a 37 °C por 24 h sob
MA. Apos incubacdo, os pogos foram lavados duas vezes com TSF para remover as células
ndo aderidas. Os biofilmes foram fixados com metanol P.A por 10 min, secos em
temperatura ambiente e corados com cristal violeta (CV) a 0,1% (Synth, Brasil) por 10 min.
Apos nova secagem, adicionou-se 200 uL de etanol para solubilizagdo do corante por 20
min. O conteudo foi, entdo, transferido para outra placa e a absorbancia foi lida no
cumprimento de onda de 595 nm em espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo Fisher
Scientific, EUA), tabulando-se as densidades Oticas (DO) de cada microrganismo.

Os experimentos foram realizados em seis replicadas e a classificacdo do padréao de
formacéo de biofilme seguiu os critérios descritos por Stepanovi¢ et al.14 (2007). O valor de

corte da densidade otica (DOc) foi calculado de acordo com a seguinte formula:

* DOc = média da DO do controle negativo + (3 x desvio padréo do controle
negativo)
As cepas foram classificadas como: ndo formadora de biofilme (DO< DOc); fraca
produtora de biofilme (DOc < DO < 2xDOc); moderada produtora de biofilme (2xDOc <

DO < 4xDaoc) e forte produtora de biofilme (DO> 4xDoc).
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2.4 Teste de suscetibilidade dos EORA a antibidticos por meio de disco-difusao

A susceptibilidade aos discos de claritromicina (CLA) 15 ug, eritromicina (ERI)
15 ng, clindamicina (CLI) 2 pug e azitromicina (AZI) 15 ug (CECON, Brasil) foi avaliada
pelo método de disco-difusdo, conforme as diretrizes estabelecidas pelo CLSI® (2023). De
culturas crescidas em caldo TSB por 24h, foram feitas suspensdes padronizadas (0.5 da
escala de McFarland) em solucdo salina estéril, as quais foram semeadas em trés direces
em agar sangue de carneiro desfibrinado, com auxilio de “swab” estéril.

Os discos foram posicionados com pinga estéril, e as placas incubadas a 37 °C por
24h sob MA. Apos incubagdo, os diametros dos halos de inibicdo foram medidos em
milimetros com o auxilio de um paquimetro digital. Os testes foram realizados em triplicata,
e os resultados interpretados segundo os pontos de corte do CLSI1® (2023).

Para identificacdo dos fenotipos de resisténcia M e MLSb, foi realizado o teste da
zona-D, com os discos de ERI e CLI posicionados a 15-20 mm entre si. A presencga de zona
de inibicdo em forma de “D” ao redor do disco de CLI, adjacente ao disco de ERI, indica
fendtipo MLSb induzivel, e a resisténcia simultanea as duas classes de antibi6ticos indica
MLSb constitutivo. Apos a tabulacéo dos resultados, a prevaléncia dos perfis de resisténcia
foi também visualizada em forma de “heatmap” (mapa de calor), gerado pelo programa

Python v3.3.13.

2.5 Determinacgdo da concentracgdo inibitoria minima (CIM) da CHX sobre os EORA
As CIMs do digluconato de clorexidina (Maquira — Brasil) foram determinadas pelo

método de microdiluicdo em caldo, conforme CLSI® (2018). Diluicdes seriadas em razéo 2,

com concentracdes variando de 8 a 0,125 pg/mL, foram preparadas em TSB em placas de

96 pocos de fundo chato, e inoculadas com 5x10° UFC/mL de cada cepa. As placas foram
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incubadas a 37 °C sob MA por 24 h. A CIM foi definida como a menor concentragdo que

inibiu visivelmente o crescimento. Os testes foram realizados em triplicata.

2.6 Efeito da clorexidina sobre biofilmes de EORA

Os biofilmes foram formados como descrito no item 2.3. Apos 24 h, os pogos foram
lavados com TSF para a remocéo de células ndo aderidas e, logo apds, tratados com 100 puL
de CHX 0,12% (Periogard — Colgate, Brasil) ou agua destilada estéril (controle), por 3
minutos. Apos um novo processo de lavagem com TSF, atividade metabdlica das células foi
avaliada com o ensaio de reducdo do XTT (Sigma-Aldrich, EUA) conforme metodologia
descrita por Magafia-Montiel et al.1” (2024). Uma solucéo de 50uL XTT (2 mg/mL) foi
adicionada aos pocos, sendo esses incubados a 37 °C, no escuro, por 3 h. O sobrenadante,
entdo, foi transferido para nova placa e a absorbancia foi lida a 490 nm em espectrofotometro

(Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, EUA).

2.7 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism
v8.01 (GraphPad Software, EUA). Foi aplicada ANOVA de uma via, seguida do pos-teste
de Dunnet, para os testes de verificacdo de fendtipo e ANOVA de duas vias, seguida do p6s-
teste de Sidack, para o teste do efeito da CHX sobre o biofilme formado. Diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Adesdo dos EORA a matriz extracelular (MEC)

A capacidade de adesdo dos EORA a MEC foi avaliada por meio da contagem de
colbnias originadas das células viaveis aderidas aos pocos revertidos por colageno do tipo I,
apos 1,5 h de incubacdo. Conforme demonstrado na Figura 1, a maioria dos isolados
apresentou alto padréo de adesdo, com 84% (n = 21) exibindo valores superiores a 4 Loguo
namero de células aderidas, comparando-se assim, com as cepas padrdes de estreptococos
utilizados como referéncia (barras azuis). Quatro cepas (16%) apresentaram um padrdo
moderado e nenhuma cepa dos EORA mostrou-se com baixo padréo de adesao.
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Figura 1. Adeséo de EORA e cepas controles a MEC. As barras representam o Logio do nimero de
células aderidas a MEC + desvio padrdo, ap6s incubacéo por 1,5 hora. #p<0,0001 e *p<0,05 -
diferencas significantes em relagdo aos valores apresentados pelo S. mutans UA159.



47

As cepas 5B e 24B demonstraram os maiores niveis de adesado, ultrapassando 5 Logio
namero de colbnias aderidas, enquanto as cepas 2B, 17, 24C e 29 apresentaram 0S menores
valores, porém, ainda sendo consideradas de moderado padrdo de adesdo. A cepa de Bacillus
spp. foi utilizada como controle de baixo padrdo de adesao, devido a seu reconhecido baixo
potencial de hidrofobicidade!8, apresentando uma média de <1000 células aderidas (Figura
1).

Todos 0s microrganismos apresentaram um ndmero significante de células aderidas
menores que 0s apresentados pela cepa de S. mutans UA159 (p<0,0001), utilizado como
controle de alto padrdo de adesdo!®, exceto o isolado 5B, que apresentou um nimero de

células aderidas maior que a propria cepa de referéncia para este perfil fenotipico (p<0,05).

3.2 Formacéo de biofilme dos EORA em placas de poliestireno

A capacidade de formagdo de biofilme dos EORA foi avaliada apds 24 horas de
incubacdo. A Figura 2 apresenta os valores de densidade optica (DO) obtidos apos a leitura
espectrofotométrica do CV. Foi constatado que todas as bactérias apresentaram valores
menores de formagéo de biofilme que o S. mutans UA159 (p<0,0001), exceto o S. mutans
ATCC 25175. O valor de corte da DO calculado para o experimento foi de 0,085, a partir do

qual foram as cepas foram classificadas quanto seu padréo de formacéo de biofilme.
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Figura 2. Formacdo de biofilme pelos EORA (barras amarelas) e cepas de referéncia (barras azuis).
Asbarras representama densidade Optica + desviopadrdoapds coloragdo com CV. A linha vermelha
indica o valor daDO acimada qual a cepa foi considerada forte produtora de biofilme (DO > 0,34).

****p <0,0001 - diferenca significante em relacédo aos valores obtidos pelo S. mutans UA159.

Na Tabela 1 os EORA estdo classificados quanto a formagdo de biofilme, onde
observa-se que 16 cepas (64%) foram classificadas como fortes formadores de biofilme (DO
>0,34), enquanto 32% (n =8) foi considerada com um padrdo moderado (0,17 < DO <0,34).
Apenas a cepa 29 foi considerada fraca produtora de biofilme (0,086 < DO < 0,17), assim

como o S. mitis, S. oralis e S. sanguinis.
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Tabela 1. EORA classificados de acordo com a producéo de biofilme.

Classificacao N (%) EORA (codifica¢io)
Fraco produtor 14) 29
Moderado produtor 8 (32) 1A, 2B, 8, 15A,24C, 25A, 34.
Forte produtor 16 (64) 1B; 5B; 6A;9; 10A;12; 15B; 17; 18A; 18B; 19A;

19B; 21; 22A; 24B; 31;

3.3 Suscetibilidade dos EORA aos macrolideos e a clindamicina

A Tabela 2 apresenta os perfis de suscetibilidade dos EORA frente aos antibioticos
alternativos testados. A interpretacdo foi realizada com base nos pontos de corte
estabelecidos pelo CLSI'®. Foi observada uma elevada taxa de resisténcia aos macrolideos,
em que 60% das cepas (n = 15) apresentaram resisténcia simultanea a ERI, AZl e CLA, com
halos de inibicdo inferiores aos valores de sensibilidade definidos. Em contraste, a CLI
manteve ampla eficacia, com 96% das cepas (n = 24) classificadas como sensiveis.

A analise fenotipica de resisténcia revelou a presenca do fendtipo M (resisténcia a
ERI e sensibilidade a CLI) em 5 cepas, e do fendtipo MLSb induzivel em outras 4 cepas,
conforme identificado pelo teste da zona-D. Uma Unica cepa apresentou o fendtipo MLSb
constitutivo, evidenciado pela resisténcia simultanea a ERI e CLI, porém, sem formacéo de

zonaem D.
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Tabela 2. Perfis de suscetibilidade aos macrolideos e a clindamicina de EORA, segundo 0s pontos
de corte estabelecidos pelo CLSI (2023). Valores expressos em milimetros + desvio padrdo das
medidas (n=3). Em vermelho - valores indicativos de resisténcia ou resisténcia intermediaria.

Isolado ERI 15 mcg AZI 15 mcg CIA15 mcg CLI 2 mcg
>21(S) 16-20 (1) =18 (S) 14-17 (1)  >21(S) 17-20(1)  >19(S) 16-18
<15 (R) <13 (R) <16 (R) D <15 (R)
S. mutans 21+0.2 16+0.61 21+0.61 26+0.41
UA159

1A 12+0.2 11+0.4 12+0.4 21+0.2
1B 26+0.4 25+0.2 27%0.7 26+0.4
2B 20£0.0 14+0.2 19+0.41 30+0.0
5B 29+0.5 2510.4 29+0.04 24+0.5
6A 28+0.3 26x+0.4 30%0.6 28+0.4
8 1340.5 11+0.2 14+0.0 12+0.1

9 17+0.8 12+0.0 19+1.3 28+0.6
10A 1940.1 14+0.4 20+0.4 25+0.5
12 25+0.7 27+0.1 32+1.6 27+0.5
15A 18+0.2 12+0.04 19+0.1 30+0.4
15B 15+0.7 11+0.4 14+0.4 30+0.8
16 35+0.8 30+0.9 34+0.7 29+0.4
17 16+0.04 13+0.7 16+0.0 33+0.6
18A 16+0.04 12+0.4 15+0.04 24+0.1
18B 15+40.0 0 15+0.4 2310.1
19A 17+0.04 12+0.2 16+0.12 25+0.04
19B 15+0.8 11+0.04 14+0.04 24+0.04
21 14+0.04 12+0.4 14+0 26+0.8
22A 1540.1 12+0.2 15+0.4 26+0.8
24B 25+0.04 24+0.0 25+0.5 24+0.5
24C 26+0.04 25+0.5 26+0.4 24+0.2
25A 27%1.6 29+0.4 31+0.1 29+0.6
29 38+0.4 30+0.0 36+0.4 32+0.04
31 28+0.1 26+0.2 27%0.5 28+0.6
34 16+0.3 11+0.2 15+0.0 27+0.04

Nota: S=sensivel; I=resisténcia intermediaria e R=resistente.
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A Figura 3 apresenta o nimero e percentual de EORA (n = 25) classificados como
suscetiveis (S), intermediarios (1) ou resistentes (R) aos antibi6ticos testados com base nos
pontos de corte do CLSI*® (2023). Tons de azul mais escuros do “heatmap” indicam um
numero maior de isolados (e seu respectivo percentual) em cada categoria. Destaca-se que a
penas uma cepa (cddigo 8) apresentou resisténcia a CLI, com concomitante resisténcia aos
trés macrolideos testados, caracterizando-a como multirresistente, ja que apresentava uma

resisténcia previamente detectada a AMX.°

Figura 3. “Heatmap” da distribui¢o categdrica da suscetibilidade antimicrobiana (nimero de cepas

e porcentagem) dos 25 isolados de EORA.

Eritromicina - 10 (40.0%) 8 (32.0%) 7 (28.0%)
g Azitromicina 10 (40.0%) 2 (8.0%) 13 (52.0%)
o
2
€
<« Claritromicina - 10 (40.0%) 4 (16.0%) 11 (44.0%)
Clindamicina 4 (96.0% 0 (0.0%) 1 (4.0%)
s i R

Categoriade suspetibilidade

3.4 Atividade antimicrobiana da clorexidina

A suscetibilidade dos EORA a CHX foi inicialmente avaliada por meio da
determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM). Todas as 25 cepas clinicas testadas
apresentaram CIM de 2 pg/mL (Tabela 3). Em contrapartida, as cepas de referéncia
apresentaram maior variabilidade. As cepas de S. mutans demonstraram maior sensibilidade

(CIM =1 ug/mL), enquanto os demais estreptococos padrbes apresentaram CIM igual a 4
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pg/mL (Tabela 3). Esses resultados indicam que, embora resistentes 8 AMX e antibidticos

alternativos, os isolados clinicos mantiveram uma resposta consistente 8 CHX.

Tabela 3. Concentragdo inibitoria minima (CIM) da CHX sobre os EORA e cepas de referéncia.

Isolados CIM (png/mL)
25 EORA 2
S. oralis 35037 4
S. sanguinis 10556 4
S. mitis 49456 4
S. mutans 25175 1
S. sobrinus 27607 4
S. mutans UA159 1

A eficécia daclorexidina a 0,12% sobre biofilmes maduros foi investigada por meio
doensaio de reducdo do XTT. Como demonstrado na Figura 4, a atividade metabolica dos
biofilmes formados por todas as cepas clinicas e padrdes foi eliminada ap6s o tratamento,
com valores de absorbancia significativamente menores em comparagdo ao grupo controle
(p < 0,0001). Essa reducdo foi observada independentemente da intensidade prévia de

formacdo de biofilme, indicada pelos controles sem tratamento.
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Figura 4. Viabilidade celular dos biofilmes de EORA ap06s tratamento com CHX 0,12% por 3
minutos, determinada pelo ensaiode redugdo do XTT. Cada cepa é representadapor um par de barras
(xdesvio padréo), sendo a da esquerda o controle ndo tratado e a da direita o efeito da CHX. A linha
vermelha tracejada sobre os valores de absorbancia dos biofilmes tratados representa uma diferenca

significante em relagdo aos valores dos respectivos controles (p< 0,0001).

4. DISCUSSAO

A adesdo bacteriana a proteinas da matriz extracelular, como o colageno, é um dos
primeiros passos no desenvolvimento da endocardite infecciosa (EI).1° Neste estudo, 84%
dosisolados clinicos demonstraram forte adesdo ao colageno tipo I, evidenciando o potencial

patogénico dessas cepas, especialmente por terem sido isoladas de criangas com cardiopatia.
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Estudos anteriores indicam que cepas de S. sanguinis, S. oralis e S. mitis, comuns na
flora oral comensal, podem expressar proteinas de superficie com afinidade por colageno e
fibronectina, facilitando sua fixacdo em vélvulas cardiacas danificadas.®1 Nomuraet al.%
(2020) mostraram que a expressdo do gene cnm, codificador de uma proteina de ligacdo ao
colageno, esta associada a uma maior capacidade invasiva de S. mutans, sugerindo que até
espécies geralmente ndo ligadas a ElI podem adquirir mecanismos de viruléncia em
condiges favoraveis.

A forte adesdo observada nos EORA pode estar relacionada tanto a expressédo de
proteinas especificas de ligacdo quanto a adaptacdo fenotipica induzida pelo uso frequente
de antibiéticos em pacientes cardiopatas. Yeh, Chen e Chia2! (2006) demonstraram que
ambientes inflamatorios e antimicrobianos podem modular a expressdo de genes de adesao
e de citocinas pro-inflamatdrias em estreptococos orais.

A formagdo de biofilme € outro importante fator de viruléncia, podendo se associar
a resisténcia antimicrobiana e a persisténcia bacteriana.* Neste estudo, 64% dos isolados
foram classificados como fortes formadores de biofilme, o que é preocupante, considerando
que biofilmes aumentam a resisténcia bacteriana frente as respostas imunes do
hospedeiro.457.8.11

A metodologia empregada seguiu os critérios de Stepanovi¢ et al.l* (2007),
permitindo uma classificagdo padronizada do potencial de formacéo de biofilme das cepas.
A formacéo de biofilmes, além de dificultar a acdo antimicrobiana, favorece a bacteremia
persistente em pacientes de risco, uma vez que fragmentos podem ser liberados na corrente
sanguinea durante procedimentos odontolégicos.??

A resisténcia aos antibidticos representa um desafio crescente no manejo de pacientes

com risco para EIl, especialmente quando a profilaxia com amoxicilina (AMX) possa ser
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ineficaz.23 No presente estudo, observou-se alta taxa de resisténcia aos macrolideos em que
60% dos isolados foram resistentes simultaneamente a ERI, AZI e CLA. Esse achado é
alarmante, visto que os macrolideos sdo utilizados como alternativa a penicilina em pacientes
alérgicos, especialmente para profilaxia odontolégica.®

Estudos como o de Berbel et al.1% (2022), com isolados orais de criancas, ja
demonstraram alta resisténcia aos macrolideos, reforcando a necessidade de reavaliar seu
uso empirico em populacdes de risco. Por outro lado, a CLI manteve eficacia em 96% das
cepas, sendo a tnica com ampla sensibilidade entre os antibioticos testados. No entanto, seu
uso tem sido evitado devido ao risco de colite associada ao Clostridioides difficile.?*

Neste estudo, diferentes fendtipos de resisténcia foram identificados. O fenétipo M
(resisténcia ERI e sensibilidade a CLI) foi encontrado em cinco isolados. Quatro cepas
apresentaram o fendtipo MLSb induzivel, e uma cepa o fen6tipo MLSb constitutivo,
detectados pelo teste da zona-D. A distingdo desses fendtipos € crucial, pois influencia a
eficécia terapéutica. Sutcliffeet al.?> (1996) alertam que o uso declindamicina frente a cepas
com resisténcia induzivel pode resultar em falhas terapéuticas.

A combinacgo entre resisténcia antimicrobiana e alta viruléncia encontrada nos
resultados deste trabalho é especialmente preocupante. Alves et al.> (2022) mostraram que
cepas de S. oralis e S. mitis resistentes a macrolideos apresentaram maior adesividade ao
colageno, reforcando o risco de EI em pacientes com valvulas cardiacas danificadas. Tais
evidéncias reforcam a importancia da revisdo continua dos protocolos de PA.

O uso de antissépticos bucais antes de procedimentos invasivos é uma medida eficaz
para reducdo da carga microbiana.?6:2” A CHX é amplamente utilizada na odontologia devido

asua acdo antimicrobiana e efeito residual, por sua capacidade de aderir aos tecidos bucais. 28
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Neste estudo, a CHX demonstrou elevada eficécia frente aos EORA, onde a CIM foi
de 2 pg/mL para todas as cepas, e a formulagdo comercial a 0,12% eliminou totalmente os
biofilmes formados. Esses achados estdo de acordo com estudos prévios, como os de De
Queiroz et al.’2 (2016) e Moreira et al.2® (2008), que relataram efeito dose-dependente e
significativa reducdo da viabilidade de biofilmes de S. mutans apds exposi¢cdo a CHX.

No entanto, 0 uso continuo e indiscriminado da CHX levanta preocupacdes. Cieplik
et al.2? (2019) alertam que sua exposicdo prolongada pode induzir alteragdes fenotipicas,
selecionar cepas menos suscetiveis e favorecer resisténcia cruzada a outros antimicrobianos.
Ainda assim, neste estudo, a CHX mostrou-se eficaz de forma uniforme e imediata,
reforcando sua utilidade como adjuvante na profilaxia odontoldgica, desde que usada com
critério e por tempo limitado. Seu uso contribui para a reducdo da carga bacteriana e,
consequentemente, do risco de bacteremia em pacientes vulneraveis.

Apesar dos achados relevantes, este estudo apresenta limitagdes como seu carter in
vitro, que ndo permite extrapolacdo direta para o ambiente clinico. Embora os modelos
utilizados (adesdo ao colageno e biofilme em placas de poliestireno) sejam amplamente
aceitos*>2021 o comportamento bacteriano em condices fisiologicas pode variar
significativamente. Outra limitacio € o numero reduzido de isolados, ainda que
representativos da populacdo estudada. A inclusdo de um maior ndmero de cepas, de
diferentes contextos geogréficos e clinicos, permitiria uma compreensdo mais abrangente

dos perfis de resisténcia e viruléncia entre 0s estreptococos orais.
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5. CONCLUSAO

Os estreptococos orais resistentes a amoxicilina apresentaram elevada capacidade de
adesdo a matriz extracelular e formacdo de biofilme, caracteristicas que reforcam seu
potencial de viruléncia. Observou-se, ainda, uma preocupante prevaléncia de resisténcia aos
antibiéticos macrolideos, o que limita as opcOes terapéuticas em pacientes alérgicos as
penicilinas. Por outro lado, a clorexidina demonstrou alta eficacia antimicrobiana, tanto
contra as formas planctonicas quanto contra os biofilmes formados pelos isolados clinicos
avaliados, configurando-se como uma importante estratégia adjuvante no controle dessas

infecgdes.
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