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Effect of Penicillin G Every Three Weeks on Oral Microflora by Penicillin Resistant Viridans Streptococci

André Andrade de Aguiar’?, Roney Orismar Sampaio’?, Jorge Luiz de Mello Sampaio®, Guilherme Sobreira
Spina'?, Ricardo Simées Neves'*, Luiz Felipe Pinho Moreira’*, Max Grinberg'?

Universidade de Sao Paulo’; Departamento de Doenca Valvular — Instituto do Coragao (InCor)?; Fleury Medicina Diagnéstica®; Departmento
de Odontologia — Instituto do Coracao (InCor)*; Departmento de Cirurgia Tordcica — Instituto do Coragao (InCor)*, Sdo Paulo, SP — Brasil

Resumo
Fundamento: Penicilina G benzatina a cada 3 semanas é o protocolo padrao para a profilaxia secundaria para febre
reumatica recorrente.

Objetivo: Avaliar o efeito da penicilina G benzatina em Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis sobre os pacientes
com doenca valvular cardiaca, devido a febre reumatica com recebimento de profilaxia secundaria.

Métodos: Os estreptococos Viridans bucais foram avaliados antes (momento basal) e 7 dias (72 dia) apés a profilaxia
secundaria da febre reumatica com a penicilina G benzatina em 100 pacientes. Amostras de saliva foram avaliadas para
verificar a contagem de colonias e presenca de S. sanguinis e S. oralis. Amostras de saliva estimulada pela mastigacao
foram serialmente diluidas e semeadas em placas sobre agar-sangue de ovelhas seletivo e nao seletivo a 5% contendo
penicilina G. A identificacao da espécie foi realizada com testes bioquimicos convencionais. Concentracées inibitérias
minimas foram determinadas com o Etest.

Resultados: Nao foram encontradas diferencas estatisticas da presenca de S. sanguinis comparando-se o momento basal e
o 72 dia (p = 0,62). No entanto, o niimero existente de culturas positivas de S. oralis no 72 dia apés a Penicilina G benzatina
apresentou um aumento significativo em relacao ao valor basal (p = 0,04). Nao houve diferenca estatistica existente entre
o momento basal e o 72 dia sobre o niimero de S. sanguinis ou S. oralis UFC/mL e concentragées inibitérias medianas.

Conclusao: O presente estudo mostrou que a Penicilina G benzatina a cada 3 semanas nao alterou a colonizacao por
S. sanguinis, mas aumentou a colonizacao de S. oralis no 72 dia de administracao. Entretanto, a susceptibilidade do
Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis a penicilina G nao foi modificada durante a rotina de profilaxia secundaria
da febre reumatica utilizando a penicilina G. (Arq Bras Cardiol 2012;98(5):452-458)

Palavras-chave: Penicilina G benzatina/uso terapéutico, febre reumatica; doenca valvar cardiaca, cavidade oral,
Streptococcus viridans, Streptococcus oralis.

Abstract

Background: Benzathine penicillin G every 3 weeks is the standard protocol for secondary prophylaxis for recurrent rheumatic fever.

Objective: Assess the effect of Benzathine penicillin G on Streptococcus sanguinis and Streptococcus oralis in patients with cardiac valvular
disease due to rheumatic fever receiving secondary prophylaxis.

Methods: Oral streptococci were evaluated before (baseline) and 7 days (day 7) after Benzathine penicillin G in 100 patients receiving routine
secondary rheumatic fever prophylaxis. Saliva samples were evaluated for colony count and presence of S. sanguinis and S. oralis. Chewing-
stimulated saliva samples were serially diluted and plated onto both nonselective and selective 5% sheep blood agar containing penicillin C. The
species were identified using conventional biochemical tests. Minimal inhibitory concentrations were determined with the Etest.

Results: No statistical differences were found in the presence of S. sanguinis comparing baseline and day 7 (p = 0.62). However, the existing
number of positive cultures of S. oralis on day 7 after Benzathine penicillin G presented a significant increase compared to baseline (p = 0.04). No
statistical difference was found between baseline and day 7 concerning the number of S. sanguinis or S. oralis CFU/mL and median minimal inhibitory
concentrations.

Conclusion: This study showed that Benzathine penicillin G every 3 weeks did not change the colonization by S. sanguinis, but increased
colonization of S. oralis on day 7 of administration. Therefore, susceptibility of Streptococcus sanguinis and Streptococcus oralis to penicillin G
was not modified during the penicillin G routine secondary rheumatic fever prophylaxis. (Arq Bras Cardiol 2012;98(5):452-458)
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Introducao

A febre reumatica (FR) é a principal causa de doenca
cardiaca valvular nos paises em desenvolvimento. A FR causa
morbidade e mortalidade significativas, levando a 90% de
cirurgias cardiacas em criangas e mais de 30% de cirurgias
cardiacas em adultos. A profilaxia secundaria com Penicilina
G benzatina 1.200.000 U (PCB) a cada 3 semanas é o regime
padrao para a prevencao da febre reumatica recorrente
em paises em desenvolvimento. Sequelas valvares sdo as
consequéncias mais terriveis da febre reumatica aguda, e
tais lesdes cardiacas também podem predispor o paciente a
endocardite infecciosa (El), uma doenca mérbida que agrava
o prognostico desses pacientes'.

Apesar da profilaxia secundaria amplamente recomendada
para a FR com PGB a cada 3 semanas***, poucos estudos
avaliaram a susceptibilidade a antibidticos e a frequéncia de
Streptococcus Viridans na flora oral de pacientes que receberam
profilaxia secundaria apés FR com PGB. Além disso, nenhum
dos estudos avaliou esta questao relacionada a S. sanguinis e S.
oralis, que sao espécies predominantes isoladas na EI"®.

A profilaxia com a PGB protege os pacientes da doenca
cardiaca valvular de novas recorréncias de FR. Contudo,
nenhum estudo avaliou a flora oral com uma casuistica
expressiva e com especificidade suficiente para esses patogenos.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar se existe uma
associacao entre a profilaxia com PGB e a colonizacao da
cavidade oral com Streptococcus Viridans resistente a penicilina.

Métodos

Coorte

Cem pacientes foram selecionados e avaliados em dois
periodos:

Momento basal com PGB e 72 dia p6s PGB — Cem
pacientes com FR sob regime de profilaxia secundaria com
penicilina G benzatina 1.200.000 Ul por pelo menos seis meses
antes da admissao no estudo. Pacientes com atividade reumatica
ou pacientes com diagnéstico de infecgao foram excluidos.

Todos os pacientes foram avaliados clinicamente, tendo sido
submetidos a inspegao da cavidade oral para evitar a admissao
de pacientes com infecgao sistémica ou oral aguda.

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética
institucional e todos os pacientes do estudo deram seu
consentimento informado.

Coleta de amostras, transporte e cultura

As amostras foram coletadas no inicio do estudo (100
amostras) e no 72 dia (100 amostras) apés uma dose profildtica
de PGB. Amostras de saliva foram obtidas de pacientes que
mascavam pastilhas de parafina® e foram coletadas em um
frasco de plastico descartavel esterilizado. Aproximadamente 1
mL foi transferido para um frasco contendo 5,7 mL de meio de
viabilidade Goteborg, anaerobicamente preparado e esterilizado
(VMCA 11 9)'°.As amostras contidas no meio de transporte foram
mantidas de 22C a 82C antes do plaqueamento. Amostras de
saliva foram serialmente diluidas dez vezes em solucao tampao
fosfato com pH 7,2 antes do plaqueamento em &cido nalidixico

numa base de agar de Columbia além de sangue de ovelha a 5%
(CNASB), CNASB mais penicilina G (0,25 ug/mL)", e anfotericina
B (0,5 ug/mL)'*"5.0s meios foram incubados a 352C a 5% de
CO, por 72 horas e depois analisados para contagem de colonias
para cada morfotipo colonial.

Identificacao das espécies

Cada morfotipo colonial foi subcultivado em agar de
soja triptica além de sangue de ovelha a 5% (SBA) e testado
para catalase e coloragdo de Gram. Cocos Gram-positivos e
negativos para catalase foram posteriormente avaliados para
verificagao das seguintes caracteristicas/utilizagao de substratos:
hemodlise, arginina, ureia, L-pirrolidonil-p naftilamida e hidrdlise
da esculina, B-N-acetil-glicosidase, a-D-glicosidase, B-N-
acetil-galactosidase, susceptibilidade optoquina, teste Voges-
Proskauer e produgao de acido a partir da insulina , manitol,
rafinose e melibiose como recomendado’®.

Teste de susceptibilidade

A concentragdo inibitéria minima (CIM) para penicilina G
foi determinada utilizando o Etest como recomendado pelo
fabricante (AB Biodisk, Solna, Suécia). Os resultados foram
interpretados como recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)".

Analise estatistica

O modelo de regressao logistica foi utilizado para verificar
associagao do grupo com a ocorréncia de S. sanguinis e S.
oralis com corregoes de idade e sexo.

A analise qualitativa foi realizada com o uso do teste nao
paramétrico de Mc Nemar.

A andlise quantitativa foi realizada com o uso do teste
nao paramétrico de Wilcoxon.

Aplicou-se uma significancia estatistica de 5% para todos
os testes.

Resultados

O grupo estudado era composto por 100 pacientes, 38
homens, com idades entre 10 e 53 anos (26,5 + 8 anos).

No grupo, 54 pacientes apresentavam insuficiéncia mitral, 27
apresentavam insuficiéncia adrtica, 25 tinham estenose mitral e
14 tinham estenose adrtica. Oito pacientes tinham prétese mitral
biolégica, 3 tinham protese biolégica adrtica, 2 tinham prétese
mecanica mitral e 1 tinha prétese mecanica adrtica.

Nao houve diferengas comparando-se o ndimero de culturas
positivas para S. sanguinis no momento basal e no 72 dia apds
a administragao de PGB (p = 0,62, Tabela 1). No entanto, o
nimero de culturas positivas para S. oralis no 72 dia ap6s a
administracao de PGB apresentou um aumento significativo em
relagdo ao valor basal (p = 0,04, Tabela 1).

As avaliagoes do niimero de UFC/mL na saliva dos pacientes
no momento basal e no 72 dia ap6s a administragdo de PGB
foram subdivididas em S. sanguinis e S. oralis.

Os valores de UFC/mL referentes ao S. sanguinis e S. oralis
na saliva ndo apresentaram diferengas entre 0 momento basal
e 0 72 dia apés a administracao de PGB (p = 0,68 e p = 0,80,
respectivamente; Figura 1).
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Culturas positivas para Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis

Grupos Streptococcus sanguinis Streptococcus oralis
Momento basal* 1" 87
7° diat 9 95%

*Pacientes antes da administragéo da penicilina G benzatina; 1 Pacientes sob o efeito do 7° dia de administragéo da penicilina G benzatina; fp = 0,04.

Streptococcus sanguinis
41 -~
40 7 @ UFC/mL (em milhdes)
N = nGmero de
pacientes colonizados
39 1 (P=0,68)
38 T |
Momento basal (n=11) 7° dia (n=9) A1
Streptococcus oralis
56
54 -
52 -
& UFC/mL (em milhdes)
50 - N = ntimero de pacientes
48 - colonizados (P=0,80)
46 -
44 -
42 T 1
Momento basal (n=87)  7° dia (n=95)
A2

A1 — Distribuicdo de valores UFC/mL na saliva de pacientes colonizados por S. sanguinis; A2 — Distribui¢do de valores UFC/mL na saliva de pacientes
colonizados por S. oralis.
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As concentragdes inibitdrias minimas para penicilina G foram
subdivididas em S. sanguinis e S. oralis. Nenhuma diferenga
estatistica foi encontrada entre o momento basal e o 72 dia apés
a administragao de PGB sobre a CIM de S. sanguinis e S. oralis
(p = NS; Figura 2).

ATabela 2 mostra dados como CIM, e CIM, , que representa
as concentragoes inibitérias minimas para penicilina G para
inibir 50% e 90%, respectivamente, do Streptococcus sanguinis
e Streptococcus oralis suscetiveis & penicilina G.

Discussao

Este grupo de pacientes com doenca cardiaca valvular
esta predisposto a endocardite infecciosa. Os resultados de
endocardite infecciosa a partir da bacteremia muitas vezes
estiveram relacionados com focos orais infecciosos. Streptococcus
Viridans constituem o grupo predominante recuperados na
El, particularmente Streptococcus sanguinis e Streptococcus
oralis. O efeito da PGB cronica ainda nao foi estudado com a
especificidade relacionada a esses patégenos.

O estudo de coorte apresentou prevaléncia do sexo feminino
(62/100), possivelmente devido a maior ocorréncia geral de FR
em mulheres'”. Apesar da heterogeneidade de género, isto nao
representa um viés, pois nao se observou diferenga estatistica (p
= NS) entre a ocorréncia de S. sanguinis e S. oralis em relagdo a
idade e ao sexo dos pacientes quando foi aplicado o modelo de
regressao logfstica. Além disso, ndo houve diferenga estatistica
entre a taxa de cdries dentarias, perda de dentes, ou dentes
com restauragoes entre os sexos na populacao do estudo'.
Todos os pacientes tiveram suas cavidades orais inspecionadas
de acordo com os critérios da Organizagao Mundial da Satde'
para excluir a presenga de infecgoes orais, que poderiam afetar
a microbiota oral'®2%-22,

S. sanguinis e S. oralis sao comensais comuns da cavidade
oral presentes na formagao inicial de placa bacteriana dentaria,
0 que representa quase 80% de Streptococcus nesta fase?*. A
dose de PGB de 1.200.000 Ul IM atua como um bactericida
sobre o Streptococcus, sensivel na fase de multiplicagao ativa,
o que, hipoteticamente, poderia causar uma diminuigao desses
microrganismos na cavidade bucal neste grupo de pacientes.

O S. sanguinis também foi observado em ambos os periodos,
em um ndmero limitado de pacientes, de forma semelhante
ao observado por Bilavsky e cols.”. Nao houve diferenga (p =
0,62) de sua presenca nos grupos estudados. Isso mostrou que
a PGB nao interferiu no crescimento das espécies. No entanto,
outros estudos relataram um maior niimero de amostras de S.
sanguinis***', talvez devido ao uso da metodologia classica para a
identificagao de Streptococcus (com o uso de kits de identificacao
disponiveis comercialmente em conjunto com testes de triagem
padrao para o género). No entanto, no presente estudo, a
metodologia descrita por Ruoff e cols."® foi adotada, realizando-se
testes bioquimicos com a adigao de trés substratos fluorogénicos,
aumentando assim a especificidade na identificagdo das
espécies. Embora tenhamos utilizado a melhor metodologia
disponivel para a identificacdo dessas espécies, sabe-se que
existem algumas limitagdes, uma vez que o sequenciamento
genético certamente seria o melhor método a ser aplicado. No
entanto, isto seria financeiramente inviavel devido ao tamanho
da amostra, provavelmente levando a nenhuma diferenga no
resultado do estudo.

No que diz respeito a obtengao das amostras através da
saliva estimulada e ndo da placa dentéria, isso se justifica por um
conhecimento geral de que a saliva estimulada é um método
melhor de coleta devido a sua homogeneidade e logistica em
comparagao com a coleta de amostras a partir da placa dentaria®.

Quantoao S. oralis, observamos um niimero significativamente
maior desses micro-organismos no 72 dia de administragao de
PGB vs. momento basal (P = 0,04, Tabela 1). Aamostra de saliva
coletada no 72 dia de administracao de PGB ocorreu durante o
periodo de maior quantidade de concentragao sérica de farmacos
de acordo com Decourt e cols.”. Esta é uma evidéncia da falta
de influéncia da PGB sobre o microrganismo mais prevalente
na placa bacteriana e um dos principais agentes etiolégicos da
endocardite infecciosa?*?' 2.

No presente estudo, ndo encontramos diferenca estatistica
em relagao aos valores de UFC/mL de saliva (Figura 1, P=NS)
e CIMs (CIM,, e CIM, ) de S. sanguinis e S. oralis (Tabela 2).

O uso cronico de penicilina G benzatina no grupo de
estudo nao alterou significativamente a susceptibilidade do S.
sanguinis e S. oralis a penicilina G, como visto anteriormente”. E
interessante notar a ocorréncia de um aumento na resisténcia,
ou nos valores de CIM, no Streptococcus Viridans e, portanto,
um aumento no nimero de cepas resistentes a antibiéticos
isoladas em hemoculturas positivas para El. No entanto, estes
pacientes estavam recebendo terapia com antibiéticos por via
oral, e os intervalos de CIM diferem daqueles padronizados
pelo CLSI para penicilina G772,

50

Nossos resultados sobre a identificagdo de espécies
corroboram os resultados de Bilavsky e cols.”. No entanto,
discordamos em relagdo ao aumento da resisténcia a
penicilina G do Streptococcus Viridans.

Este estudo contribuiu para despertar questionamentos
sobre o tratamento clinico desses pacientes. Embora a
American Heart Association (AHA) ndo recomende mais
a profilaxia com antibidticos antes de procedimentos que
causem bacteremia nesses pacientes, acreditamos que estudos
adicionais sejam necessarios no dmbito da populagao brasileira
a fim de conhecer a nossa realidade, e entdo adapta-la as
mudangas sugeridas pela AHA. Enquanto aguardamos esses
dados, seria prudente da continuidade a implementagao
das diretrizes da AHA de 1997, em que a profilaxia para
endocardite infecciosa é recomendada para pacientes com
doenca valvar cardiaca antes dos procedimentos que causam
bacteremia no trato geniturinario, trato respiratdrio e sistema
estomatognatico.

Nosso estudo também contribui para a interface entre
medicina e odontologia, porque mostra que sob a agao
prolongada da PGB nao ha diminuigdo dos principais
microrganismos envolvidos na etiologia da endocardite
infecciosa e, portanto, a profilaxia com antibidticos antes de
procedimentos que causam bacteremia pode ser necessdria.

Assim, estudos adicionais sao necessdrios para verificar
a necessidade de se estabelecer uma rotina especial para
que esses pacientes possam passar por procedimentos
odontolégicos que poderiam causar bacteremia no 72 dia
ap6s a administragao de PGB.

Este estudo mostrou que a administracao de PGB a cada
3 semanas ndo alterou a colonizagao por S. sanguinis; mas a
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CIM S. sanguinis ol

8,000

6,000

4,000

mg/mL

2,000

momento basal 7° dia

CIM S. oralis B2

4000,0

3000,0

2000,0

mg/mL

1000,0

(3D Gkt

o
o
T
}|:|:|—' oo *
1

momento basal 7° dia

B1— Distribuigdo de valores de CIM em ug/mL para S. sanguinis; B2 — distribui¢do de valores de CIM em ug/mL para S. oralis.
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CIM,; e CIM,, (ug/mL) e distribuigdo entre os grupos de acordo com a susceptibilidade do Streptococcus sanguinis e

Streptococcus oralis a penicilina

Momento basalf 7° dia§

S. sanguinis S. oralis S. sanguinis S. oralis

CIM,* 0,190 0,250 0,250 0,250

CIM,t 0,380 1,000 0,500 1,000
Sensivel 45,5% 44,8% 33,3% 41,1%
(5/11) (39/87) (3/9) (39/95)

Resisténcia intermediaria 45,5% 55.2% 66,7% 58,9%
(5/11) (48/87) (6/9) (56/95)

9%

Alto nivel de resisténcia (111

* CIM,, — Concentragéo inibitoria minima da penicilina G para inibir 50% dos Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis suscetiveis; tCIM,,— Concentragéo
inibitéria minima de penicilina G para inibir 90% dos Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis suscetiveis; $Pacientes antes da dosagem de penicilina G

benzatina; §Pacientes sob efeito do 7° dia de penicilina G benzatina. p =NS.

PGB aumentou a colonizagao de S. oralis no 72 dia seguinte
ao da sua administragao e, finalmente, a susceptibilidade do
Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis a penicilina G
ndo foi alterada durante o ciclo da penicilina C.
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