SUSCEPTIBILIDADE A f-LACTAMICOS DE BACTERIAS ANAEROBIAS
ISOLADAS DE INFECCOES PERIIMPLANTARES E PERIODONTAIS

Susceptibility to f-lactams of anaerobic bacteria isolated from periimplantar and periodontal

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a
susceptibilidade de microrganismos
isolados de infecgOes periodontais e
periimplantares “aos f-lactamicos.
Foram testadas as seguintes drogas
antimicrobianas: amoxicilina,
amoxicilina/acido clavulénico,
cefoxitina, imipenem e penicilina G.
Um total de 187 isolados de bactérias
anaerobias obrigatorias e facultativas

foram submetidos aos testes de

susceptibilidade. O inéculo bacteriano
foi padronizado em 10’ células/botdo, o

qual foi transferido para as placas
contendo os antimicrobianos e placas

controle (sem droga) através de um
replicador de Steers (Cefar Ltda, Sdo
Paulo, Brazil). Os resultados
evidenciaram que a resisténcia a
amoxicilina e penicilina G sdo mais
disseminadas entre os microrganismos
isolados, sendo que a cefoxitina e a
associagdo amoxicilina/acido

clavulanico mostraram maior

efetividade.
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INTRODUCAO

As doencas periodontais (Van
Winkelhoff & Winkel® 2005), e
periimplantares (Van Winkelhoff et al
2000), representam a inter-relagéo entre a
presenga de um conjunto especifico de
microrganismos capazes de expressar
fatores de viruléncia e a capacidade de
defesa do hospedeiro, que se faz presente
nos tecidos bucais pormeio de elementos
especificos, como a produgdo de
imunoglobulinas, e inespecificos como a
atividade de enzimas salivares,
componentes do sistema complemento,
entre outros. No desenvolvimento dessas
doengas infecciosas, ¢ de relevancia o
papel desempenhado por grupos
microbianos especificos, merecendo
destaque os anaerdbios obrigatorios
Gram-negativos € outros como o
Actinobacillus actinomycetemcomitans,
um anaerobio facultativo que se
desenvolve melhor em condi¢des de
microaerofilia. :

O controle e prevengdo das infec¢des
periimplantares e periodontais depende
em grande parte do controle do biofilme
microbiano, por meio de medidas pessoais
de higiene e tratamento mecanico local.
Contudo, em pacientes com periodontite
avancada ou agressiva (Dérfer © 2003;
Jorgensen et al* 2005), além das infeccdes

Elerson Gaetti-Jardim Jr*
Ellen Cristina Gaetti-Jardim**
Samira Ambar Lins***

Sergio Ricardo Oliveira****
Alex Semenoff Segundo****

periimplantares (Monbelli et al " 2001;
Heitz-Mayfield & Lang * 2004), por vezes
a utilizagdo concomitante de
antimicrobianos sistémicos ou tdpicos
pode colaborar para a resolucdo da
condigdo patologica ou pelo menos
colaborar no controle do processo
infeccioso (Heitz-Mayfield & Lang’
2004), embora, principalmente em
Implantodontia, existam controvérsias
sobre a existéncia desses beneficios
(Roos-Jansiker etal® 2003).

Como a ampla maioria dos
microrganismos isolados de infecgdes
periimplantares e periodontais sdo
anoxibiontes (Van Winkelhoff & Winkel ™
2005), procedimentos de cultura e
antibiograma para os mesmos nao
constituem rotina, deixando o clinico
apenas com padrdes de susceptibilidade a
drogas descritas na literatura estrangeira,
aos quais ndo se assemelham com os
padrdes nacionais de susceptibilidade a
drogas, visto que em nosso pais a
problematica da automedicacdo ¢ muito
mais séria do que a apresentada por paises
desenvolvidos  (Nakano & Avila-
Campos'' 2004).

Assim, foi objetivo desse estudo avaliar
a susceptibilidade a f-lactdmicos de
bactérias isoladas de pacientes com
periodontite crdnica, periodontite
agressiva localizada, e generalizada e de

* Professor Livre Docente Adjunto — Disciplina de Microbiologia e Imunologia, Faculdade de
Odontologia do Campus de Aragatuba - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho” (UNESP).

** Graduanda - Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba - Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP)

*** Professora Assistente — Faculdades Integradas de Santa Fé do Sul (FIS4-FUNEC),
Professora convidada da Disciplina de Microbiologia e Imunologia, Faculdade de
Odontologia do Campus de Aragatuba - Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita

Filho” (UNESP).

**** Doutorando do Programa de Pos-Graduacdo em Odontologia, Area de Periodontia -
Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba - Universidade Estadual Paulista “Jiilio

de Mesquita Filho” (UNESP).

14 FOA - REV. da Fac. de Odontologia. Anapolis, V. 8, N. 1, jan./jun./2006



7o Ricardo Oliveira et al - Susceptibilidade A B-lactdmicos de Bactérias Anaerdbias Isoladas de Infecgoes Periimplantares e Periodontais

Sérg

pacientes com infecgdes periimplantares.
MATERIAL E METODOS

Microrganismos

Os cones de papel absorvente estéreis,
n° 40 (Tannari), foram inseridos em sitios
periodontais que apresentavam sinais
clinicos de inflamagdo e profundidade
clinica de sondagem maior ou igual a
5mm, onde permaneceram por 30
segundos, conforme metodologia
utilizada por (Gaetti-Jardim Jr. et al ’
1996), sendo transferidos para meio de
transporte  VMGA 1III e submetidos a
diluicdo seriada em VMG I e inoculados
em: a) agar Fastidious Anaerobe (FAA)
enriquecido com extrato de levedura
(0,5%), hemina (5 ug/mL), menadiona (1
ug/mL) e 5% de sangue desfibrinado de
cavalo; b) agar Cristal Violeta
Eritromicina (4gar CVE); c) agar TSBV;
d) agar Fastidious Anaerobe (FAA)
acrescido de 4cido nalidixico
(0,0lmg/mL) e 5% de sangue
desfibrinado de cavalo. Esses meios de
cultura foram, entfo, incubados em
anaerobiose (90 % N2 + 10% CO2), a
37°C, por 14, 4, 4 e 14 dias,
respectivamente.

Apbés o isolamento dos
microrganismos e obtengdo de cultura
pura, foram realizadas as andlises
morfocelular (coloragdo de Gram) e
morfocolonial dos mesmos, além do teste
respiratorio, para caracterizar o
relacionamento dos diferentes
microrganismos com o oxigénio
atmosférico, e prova da catalase. A seguir
procedeu-se a identificagdo ao nivel de
género e, quando possivel, nivel de
espécie dos isolados por meio de “kits
comerciais” Rapid ID 32A (BioMérieux),
RapID ANA II e RapID NH System
(Innovative Diagnostic Systems Inc.) e
testes de fermentagdo de carboidratos,
resisténcia a sais biliares, hidrolise da
esculina, hemaglutinagdo de sangue
humano, produgéo de gas, indol e sulfeto
de hidrogénio.

Testes de susceptibilidade

Foram testadas as seguintes drogas
antimicrobianas: amoxicilina (Bayer
SEARES 5 o Pawlios i Binasil)y
amoxicilina/acido clavuldnico
(Smithkline Beecham Brasil Ltda, S&o
Paulo, Brasil), cefoxitina (Merck Sharp &
Dohme, Sdo Paulo, Brazil), imipenem
(Merck Sharp & Dohme, Sdo Paulo,
* Brasil) e penicilina G (Fontoura-Wyeth
S.A., Sao Paulo, Brasil). Os pontos

criticos para as diferentes drogas seguiram
as recomendagdes do NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS" (2000),
sendo: amoxicilina, 16 pg/ml;
amoxicilina/acido clavulanico, 16/8
ug/ml; cefoxitina, 32 pg/ml; imipenem 8
pg/ml e penicilina G, 16 pg/ml.
Empregou-se 0 método de diluigdo da
droga em 4gar, usando-se o agar Wilkins-
Chalgren suplementado com sangue
desfibrinado de cavalo.

Um total de 187 isolados de bactérias
anaerdbias obrigatorias e facultativas
foram submetidos aos testes de
susceptibilidade. Os seguintes
microorganismos foram testados:
Actinobacillus actinomycetemcomitans,
13; Actinomyces naeslundii, 5; A. israelii,
3; A. meyerii, 2; A. odontolyticus, 1;
Actinomyces sp., 6; Bacteroides sp., 11;
Enterobacter sp, 2; Enterococcus faecalis,
2; Eubacterium sp., 5; E. lentum 6; E.
nodatum, 2; Fusobacterium sp. 12; F.
nucleatum, 33; F. necrophorum 2; F.
periodonticum, 5; Micromonas micros, 8;
Peptostreptococcus sp., 7; P. anaerobius,
3; P. indolicus, 1; P. asaccharolyticus, 2;
Porphyromonas gingivalis, 8; Prevotella
sp., 7; P. intermedia-nigrescens, 25;

Selenomonas sp., 9; e Veillonellasp., 7.

O inéculo bacteriano foi padronizado
em 10° células/botdo, o qual foi
transferido para as placas contendo os
antimicrobianos e placas controle (sem
droga) por meio de um replicador de
Steers (Cefar Ltda, Séo Paulo, Brasil).

Empregou-se F. nucleatum ATCC
10953 e ATCC 25586, E. lentum ATCC
43055, B. fragilis ATCC 23745 e ATCC
25285, como cepas de referéncia para o
controle de qualidade nos testes
envolvendo anaerdbios e E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 29213, P.
aeruginosa ATCC 27853, e E. faecalis
ATCC 29212 nos testes envolvendo
microrganismos capazes de crescimento
em aerobiose NCCLS"” (2000). As placas
testes e controles foram incubadas em
anaerobiose (90 % N, + 10% CO,) ou
aerobiose, a37° C, por 48 horas.

Apbs periodo de incubago, realizou-se
a leitura dos resultados comparando o
crescimento microbiano das placas testes
com aqueles observados nas placas
controles, sem drogas antimicrobianas. A
concentracdo inibitéria minima foi
definida como sendo a menor
concentragio da droga capaz de inibir
totalmente o crescimento bacteriano.

Quadro 1. Percentual de resisténcia aos B-lactémicos de 187 isolados bacterianos.

3 . Drogas antimicrobianas
Microrganismos testados (n) Ty T Cx = PeG
A. actinomycetemcomitans (13) 7,69 0,0 7,69 0,0 7,69
Actinomyces spp. (17) 11,76 0,0 0,0 0,0 | 11,76
Bacteroides sp. (11) 27,27 9,09 9,09 | 0,0 | 27,27
Enterob acter sp. (2) 100 100 100 0,0 100
E. faecalis (2) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Eubacterium spp. (13) 7,69 0,0 0,0 0,0 7,69
Fusobacterium spp. (52) 7,69 0,0 1,92 | 0,0 7,69
M. micros (8) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Peptostreptococcus spp. (13) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
P. gingivalis (8) 12,5 0,0 0,0 0,0 12,5
Prevotella spp. (32) 21,88 0,0 26,25 | 0,0 25
Selenomonas sp. (9) 0,0 0,0 0,0 0,0 | 22,22
Veillonella sp. (7) 28,57 0,0 0,0 0,0 | 28,57

RESULTADOS

O quadro 1 traz os resultados referentes
a susceptibilidade dos microrganismos
testados aos antimicrobianos utilizados. A
resisténcia a drogas S-lactamicas foi mais
elevada entre os anaerdbios Gram-
negativos, particularmente Prevotella
intermedia-nigrescens e Veillonella sp.

Com excegdo de isolados do género

Bacteroides, todos os isolados resistentes
a amoxicilina e outras drogas do grupo
foram inibidos pela associacdo
amoxicilina/dcido clavulanico, sugerindo
a participagdo de pf-lactamases no
mecanismo de resisténcia a essas drogas.

DISCUSSAO

A determina¢do dos padrdes de
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susceptibilidade a antimicrobianos de
bactérias isoladas de infecg¢des
periodontais ¢ de relevancia para o
emprego clinico dessas drogas, ndo
apenas nas condi¢des clinicas em que o
emprego desses farmacos se faz
necessario, como em Periodontia, mas
principalmente quando se verifica que os
microrganismos mais freqilentemente
isolados das infecgdes de cabeca e
pescoco, incluindo abscessos periapicais,
anginas e celulites, residem no biofilme
microbiano subgengival.

A utilizagdo de drogas antimicrobianas
no tratamento das infec¢des de cabeca e
pesco¢o por vezes esbarra na
problematica da selecdo de
microrganismos multiresistentes aos
farmacos mais freqiientemente
empregados (Walker et al” 2004).
Contudo, para a estabilizacdo das
condi¢Bes periimiplantares e periodontais
ndo existe a necessidade de eliminagdo
completa da maioria dos microrganismos
envolvidos com essas patologias e, como
as mesmas sdo conseqiiéncias de inter-
relagdes ecologicas que acabam por levar
ou ndo a perda de tecido periodontal ou
periimplantar, o controle dos grupos
microbianos mais relevantes, como 0s
anaer6bios Gram-negativos, pode levar ao
controle dos demais patogenos que
possuem interdependéncia metabolica
(Lakhssassietal’ 2005).

No tratamento das infecg¢des
anaerdbias mistas, como as
periodontopatias e as infecgdes
periimplantares, por vezes sdo

empregadas drogas do grupo dos - .

lactamicos, além de nitroimidazois,
macrolideos, lincosaminas e tetraciclinas
(Listgarten et al © 1993; Herrera et al °
2000; Needleman ez al ® 2000). Contudo,
a resisténcia de microrganismos
anaerobios obrigatorios e facultativos aos
antimicrobianos vem sofrendo uma
expansfio significativa (Baumgartner &
Xia' 2003), o que torna critico os hébitos
de prescricdo tradicionais, sem a
realizacdo de exames laboratoriais
capazes de determinar a sensibilidade
microbiana aos antimicrobianos.

As drogas p-lactamicas sdo as mais
utilizadas no tratamento das infecgdes
odontogénicas em fungdo de seus bons
resultados clinicos associado a sua
pequena toxicidade. Contudo, no
tratamento das infecgdes periimplantares
e periodontais, seu uso como monoterapia
medicamentosa ¢ comprometido em
fungdo da presenga de bactérias Gram-

negativas. resistentes a essas drogas, as
quais representam parcela significativa da
microbiota dos sitios periodontais
afetados. Essa resisténcia geralmente se
manifesta pela produgdo de enzimas
capazes de degradar essas drogas (Tinoco
etal® 1998; Mitt6 et al® 1999; Lakhssassi
et al " 2005) e géneros anaer6bios como
Fusobacterium, Prevotella e
Porphyromonas geralmente sdo os
principais produtores das mesmas (Gaetti-
Jarim et al ° 1996; Nyfors et al " 1999;
Herreraetal’ 2000).

Os resultados do quadro 1 estdo de
acordo com esses conceitos, visto que
resisténcia & maioria dos f-lactamicos
testados parece ser uma caracteristica de
varias espécies bacterianas, em particular
de espécies dos géneros Prevotella e
Veillonella. A maior resisténcia de
Prevotella spp, em comparagdo com 0s
anaerébios do género Porphyromonas,
também foi observada por Lakhssassi et
al’ (2005), embora os valores de
resisténcia a essas drogas tenham se
mostrado mais elevados no presente
estudo do que aqueles evidenciados por
esses autores.

Desde que a associa¢do amoxicilina /
acido clavulanico foi eficaz sobre a quase
totalidade dos isolados resistentes aos
demais p-lactimicos, como também
observado por outros autores (Mittd et al’
1999), pode-se sugerir que 0 mecanismo
de resisténcia a esses farmacos se deu pela
produgdo de enzimas inativadoras. Em
bactérias anaerobias, principalmente as
Gram-negativas, essas f-lactamases
possuem atividade sobre penicilinas e
cefalosporinas, de forma que deveria-se
esperar que parte dos microrganismos
resistentes as penicilinas também o
fossem as cefalosporinas, como
observado no quadro 1.

Esse fenOmeno restringe a
possibilidade de empregar a cefoxitina e
as demais cefalosporinas em infecgdes em
que o paciente apresenta historia de uso
prévio de penicilinas. Por outro lado, a
eficiéncia dos carbapenémicos como o
imipenem sobre essas bactérias destaca
mais uma vez a necessidade de se deixar
esse grupo de drogas apenas para uso em
infecgdes sérias, em que o paciente pode
vir a ter comprometimento sistémico.

Os resultados suportam a idéia de que o
acido clavulanico, um p-lactamico
destituido de atividade antimicrobiana,
mas capaz de inibir a agdo de uma extensa
classe de p-lactamases, e suas
associagdes com outras drogas p-
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lactAmicas podem constituir importante
op¢do de prescricdo, particularmente
quando o paciente possui historia prévia
de utilizagdo de drogas desse grupo nos
meses anteriores. A resisténcia de
microrganismos do género Bacteroides a
associagdo amoxicilina/ acido clavulanico
(Nakano & Avila-Campos' 2004), e de
Enterobacter sp. pode estar associada a
produgdo de p-lactamases que néo
possuem afinidade pelo clavulanato ou
mesmo a impermeabilidade bacteriana a
essa classe de drogas, mas em funcdo do
pequeno nimero de isolados testados ndo
se pode determinar com seguranga a
relevancia terapéutica do fenémeno.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo
sugerem que a resisténcia aos
antimicrobianos, entre os anaerobios
obrigatorios, mostra menor eficdcia para o
emprego de f-lactamicos como
monoterapia medicamentosa em
Periodontia e Implantodontia, preferindo-
se as associagdes dessas drogas com
inibidores de p-lactamases ou outros
antimicrobianos, no controle das
populagdes microbianas associadas as
periodontopatias e patologias
periimplantares de natureza infecciosa.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate
the susceptibility to isolated
microorganisms of the periodontal and
periimplantar infections to f-lactams. It
was tested the drugs such as: amoxicillin,
amoxicillin/clavulanic acid, cefoxitin,
imipenem, and penicillin G. A total
number of 187 isolated obligatory and
facultative anaerobic bacteries were
submitted to susceptibility tests. The
bacterial iniculum was standardized to 10
cells/spot, which were transferred to the
agar medium by mean a Steer's replicator
(Cefar Ltd, Sao Paulo, Brazil). The results
has shown a significant bacterial
resistance to amoxicillin, penicillin G,
while cefoxitin and
amoxicillin/clavulanic acid presented a
higher antimicrobial activity.
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