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Abstract. Oral cavity is presented as an important reservoir of
microorganisms, including some potentially  pathogenic, such as
Enterobacteriaceae. These microorganisms are potential causative agents of
gastrointestinal disorders, hospital infections and worsening of oral diseases.
The aim of this study was to verify the occurrence of Enterobacteriaceae in the
oral microbiota of students 11-18 years old. Research is a transversal study,
performed in public school of Pernambuco state. Data were obtained from
samples of the oral mucosa of 24 students, collected with the aid of a sterile
swab. Samples were inoculated into BHI broth, plated on EMB Agar (Eosin
Methylene Blue) for the selective growth of Gram negative bacteria, and
incubated in bacteriological incubator for 24 hours at 37°C. Bacterial growth
was subjected to tests for identification of Enterobacteriaceae, using a
commercial kit Newprov®. The results showed that 40% of the samples were
positive for enterobacteria. The most frequent species were Klebsiella
pneumoniae and Escherichia coli. The high prevalence of enteric bacteria in
the oral cavity found in this study is quite worrying, since it represents an
inadequate reservoir of these microorganisms can cause impairment to the

health of individuals.

Resumo. A cavidade oral apresenta-se como um importante reservatorio de
microrganismos, inclusive alguns potencialmente patogénicos, como as
enterobactérias. Esses microrganismos sdo potenciais agentes causadores de
disturbios gastrointestinais, infec¢oes hospitalares e agravamento de doencas
bucais. O objetivo do presente estudo foi verificar a ocorréncia de
enterobactérias na microbiota oral de escolares de 11 a 18 anos de idade. A
pesquisa trata-se de um estudo transversal, que foi realizado em uma Escola
Estadual de Recife-PE. Os dados foram obtidos a partir de amostras da
mucosa oral de 24 alunos, coletadas com o auxilio de swab estéril. As
amostras foram inoculadas em meio BHI, semeadas em Agar EMB (Eosin
Methylene Blue), para crescimento seletivo de bactérias Gram negativas, e
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incubadas em estufa bacteriologica por 24 horas a 37 °C. O crescimento
bacteriano foi submetido a testes para identificagdo de Enterobacteriaceae,
utilizando-se kit comercial Newprov®. Os resultados mostraram que 40% das
amostras apresentaram positividade para enterobactérias. As espécies mais
encontradas foram Klebsiela pneumoniae e Escherichia coli. A alta
prevaléncia de enterobactérias na cavidade oral encontrada neste estudo é
bastante preocupante, visto que, por representar um reservatorio inadequado
destes microrganismos, podera causar comprometimento a saude dos
individuos.

1. Introducio

A microbiota oral ¢ uma das mais complexas de todo o organismo humano, contendo
varios microrganismos com diferengas marcantes em suas composi¢des qualitativas e
quantitativas. Estima-se que a saliva contém 10® bactérias/mL e as placas dentais, 10"
bactérias/mL. Participam desta microbiota numerosos géneros, como: Staphylococcus,
Streptococcus, Neisseria, Bacterdides, Actinomyces, Treponema, Mycoplasma e outros
[Gutierrez-Perez et al 2004].

A colonizacdo da cavidade oral por microrganismos potencialmente patogénicos
vem sendo associada a diversas doengas sist€émicas, incluindo disturbios
cardiovasculares, pulmonares, renais, entre outros [Walker 2004]. A colonizagao
enddgena ¢ resultante da proliferagdo de bactérias peculiares ao organismo, quer sejam
membros tipicos da flora normal ou ndo. Em geral, esses microrganismos s expressam
sua atividade patogénica quando o hospedeiro oferece condi¢des apropriadas [Safdar
Crnish e Maki 2005].

Criangas e adolescentes possuem por vezes saude bucal comprometida
decorrente da dificuldade em manter uma higiene oral adequada e visitas regulares ao
dentista [Grap et al. 2003]. E comum encontrar escovas dentais dos membros de uma
familia acondicionadas inadequadamente ou o compartilhamento de uma tnica escova
entre os membros. Esta atitude pode transformar as escovas dentais em potenciais
transmissoras de microrganismos patogénicos, como os coliformes fecais e outras
enterobactérias [Soares et al. 2007][Dias et al. 2010][Ferreira et al. 2013].

As Enterobactérias sdo bacilos gram-negativos, ndo esporulados, anaerdbios
facultativos. A maioria das enterobactérias ¢ encontrada no trato gastrointestinal de
humanos e causam, preferencialmente, infeccdes gastrointestinais, embora possam
também causar infec¢do em outros locais. Representam em torno de 80% de todos os
gram-negativos de importancia clinica, sendo responsaveis por de cerca de 70% das
infecc¢des urinarias e 50% das septicemias [Kusahara Peterlini e Pedreira 2007].

Devido ao grau de importancia médica no ambito da satide publica, o objetivo
deste estudo foi avaliar o indice de contaminagdo microbioldgica, especialmente por
enterobactérias, na mucosa oral de alunos de uma escola publica da cidade do Recife.

2. Metodologia

Estudo descritivo transversal realizado com adolescentes, com idade entre 11 e 18 anos,
de ambos os sexos, regularmente matriculados em uma escola de nivel fundamental e
médio da rede publica estadual de da Regido Metropolitana do Recife, Estado de
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Pernambuco, em setembro e outubro de 2013. Participaram da pesquisa apenas o0s
jovens que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ou que
tiveram autorizagdo dos pais os responsaveis. Os dados foram obtidos a partir de
amostras da mucosa oral coletadas com o auxilio de swab estéril para posterior
avaliacdo microbiologica. Os adolescentes foram abordados no momento da coleta e
selecionados de acordo com os seguintes critérios: ndo ter usado antisséptico bucal até
30 min antes da coleta, ndo estar em uso de antibidticos ou ndo ter usado por 07 dias.
Informacgdes ndo precisas também foram parte dos critérios de exclusao.

O material para analise da microbiota oral foi coletado, por meio de rolamento
de swabs embebidos em solugdo salina de NaCl 0,9% estéril, pelo dorso da lingua,
mucosa bucal e sulco gengival dos alunos, em condigdes assépticas. Apds coleta, os
swabs foram colocados, individualmente, em tubos estéreis contendo 1mL de Brain
Heart Infusion (BHI - HIMEDIA®), meio liquido enriquecido que permite o
crescimento bacteriano, e incubados em estufa (37°, 24h). Destes, 10 pL foram retirados
como auxilio de alca calibrada, e semeados em placas de Petri contendo Agar Levine
(HIMEDIA®), para isolamento seletivo de bactérias Gram-negativas. As placas foram
incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24h. O crescimento bacteriano
observado foi submetido a coloragdo de Gram e a identificagdo da espécie foi realizada
por testes bioquimicos convencionais, utilizando-se kit comercial para identificagdo de
Enterobacteriaceae da marca Newprov®.

Os dados estatisticos relacionados foram analisados pelo programa PRISM 5.0
utilizando-se o teste de Wilcoxon.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos e
recebeu o aceite sob o nimero de protocolo 269.102/2013.

3. Resultados

A amostragem utilizada neste estudo compreendeu 24 alunos de ambos os sexos, sendo
predominante o sexo feminino (70%). Na distribui¢do por idade, mais de 66% dos
individuos estd na faixa etdria de 13 anos.

Algumas investigagdes sobre a saude bucal destes escolares foram realizadas em
um questiondrio especifico. Em resposta aos diversos itens propostos, os resultados
demonstraram que 12% dos individuos haviam sido medicados com antibidticos e que
no momento da investigacdo cerca de 33% dos mesmos apresentavam quadros
recorrentes de faringite. Além disso, a frequéncia de visitas ao dentista se configurou
em apenas uma vez ao ano para todos os entrevistados, tendo 33% destes sujeitos
afirmado que precisam de tratamento dentario para carie e/ou tartaro.

Ao analisar a assepsia bucal dos escolares, foi observado que a maioria (50%)
escova os dentes trés vezes ao dia (Figura 1) e que apenas 29% dos alunos utiliza
também um antisséptico bucal.
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Figura 1. Representacdo do numero de escovacdes diarias realizadas pelos escolares
analisados no estudo.

A analise microbiologica da cavidade oral dos alunos da escola publica alvo
desta pesquisa demonstrou a presenga de microrganismos ndo comuns a microbiota oral
normal em 40% das amostras, sendo os principais microrganismos identificados os das
espécies Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae e Enterobacter cloacae (Figura 2). Os
microrganismos E. cloacae ¢ E. georgoviae foram as Unicas espécies encontradas juntas
em uma mesma amostra.
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Figura 2. Percentual de distribuicdo das espécies bacterianas isoladas na microbiota oral
dos escolares analisados.

4. Discussao

A cavidade oral ¢ uma porta de entrada para muitos microrganismos e pode ser um
importante reservatério de enterobactérias. Esses microrganismos sdo potenciais agentes
em distirbios gastrointestinais, infec¢des hospitalares e agravamento de doencas
[Buehlmann et al 2011].

Estudo prévio realizado por Santos e Jorge (1998) demonstrou contaminacao da
microbiota oral por enterobactérias em 51% dos individuos analisados. Cerca de 16
anos depois, o presente estudo aponta a mesma tendéncia, com contaminagdo de 40%
das mucosas orais avaliadas, por géneros bacterianos semelhantes. Outro estudo,
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desenvolvido por Ferreira et al. (2013), encontrou uma prevaléncia de enterobactérias
em cerca de 35% dos adolescentes de uma escola da rede privada do Rio de Janeiro.
Apesar da diferenca metodoldgica, uma vez que a microbiota oral foi avaliada através
da coleta de material em escovas de dente, verifica-se a ocorréncia de achados similares.

Embora Enterobactérias sejam consideradas parte da microbiota transitoria da
cavidade oral, a colonizagdo pode persistir por anos, favorecendo a transmissao desses
microrganismos [Buehlmann et al. 2011]. Em adicdo, doencas periodontais sao
associadas principalmente a bactérias Gram-negativas [Irfan Dawson e Bissada 1999].
Esses microrganismos iniciam uma série de eventos levando a perda de fixacao
periodontal e osso alveolar [Furlaneto et al. 2003].

A Escherichia coli, encontrada em 30% das amostras orais dos alunos, ¢
considerada a principal bactéria anaerobica facultativa presente no trato intestinal da
maioria das espécies animais [Gyles et al. 2010]. De fato, Jardim Junior et al. (2008),
avaliando a microbiota oral de pacientes portadores de periodontite agressiva,
periodontite cronica e gengivite, encontraram elevada frequéncia de bactérias entéricas
nesses pacientes.

A Klebsiela pneumoniae, ignalmente descrita em 30% das amostras, ¢ apontada
como microrganismo com maior prevaléncia em infec¢des hospitalares em UTI geral
[Moura et al 2007]. A bactéria também tem sido relacionada a infec¢des respiratorias,
como pneumonias [Sader et al. 2001].

Muitos fatores determinam a distribui¢do ¢ a composi¢ao da microbiota normal.
Entre eles podemos citar idade, estado nutricional, dieta, estado de saude, existéncia de
deficiéncias, hospitalizagdo, estado emocional, estresse, clima, localizagdo geogréafica,
condi¢des de higiene, condi¢des socioecondmicas, ocupagdo e estilo de vida [Tortora
Funke and Case 2012]. A ocorréncia da contamina¢do na cavidade bucal por bactérias
do género Enterobacteriaceae tem sido associada a antibioticoterapia prolongada,
resposta imune deficiente, higiene bucal inadequada e desordens sistémicas como
diabetes mellitus, neutropenia, agranulocitose ou AIDS [Flynn 1993][Amaral Cortés e

Pires 2009][Salvia 2010].

Embora a tentativa de evitar a contaminagdo microbiologica seja apontada em
diversas pesquisas, os dados achados neste estudo demonstram um quadro preocupante
devido ao perfil de microrganismos encontrados. Uma vez que a contaminag¢do bucal
por enterobactérias pode acarretar quadros patologicos que a pesquisa, em seus
objetivos, ndo alcanca, a exemplo de colites, tempo de internagdo maior em UTI devido
a sua associacdo com doenca pré-existente e agravamento do quadro de doenca
periodontal [Kusahara Peterlini e Pedreira 2007][Garrett et al. 2008].

A simples investigacdo da contaminagdo da microbiota oral observada neste
estudo ndo ¢ suficiente para inferir futuros estados ou comprometimentos patologicos,
mas levanta a necessidade de um olhar mais criterioso no que se refere a casuistica desta
contaminagdo, que se apresenta recorrente nos relatos literarios had pelo menos duas
década.

5. Conclusiao
Os resultados indicam que ¢ preciso uma atencao maior para estes estudantes, uma vez
que a elevada prevaléncia de enterobactérias na cavidade oral, que representa um
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reservatorio inadequado destes microrganismos, pode acarretar em um
comprometimento da satde dos individuos avaliados.
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