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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a susceptibilidade de microrganismos isolados de
infeccoes periodontais e periimplantares ao metronidazol, lincosaminas, macrolideos e
tetraciclina. Foram testadas as seguintes drogas antimicrobianas: azitromicina, claritromicina,
clindamicina, eritromicina, lincomicina, metronidazol e tetraciclina. Empregou-se o método de
diluicao da droga em &gar, sendo que o meio de cultura utilizado foi o agar Wilkins-Chalgren.
187 isolados de bactérias anaerdbias obrigatérias e facultativas foram submetidos aos testes
de susceptibilidade. O inéculo bacteriano foi padronizado em 103 células/botao, o qual foi
transferido para as placas contendo os antimicrobianos e placas controle (sem droga) através
de um replicador de Steers (Cefar Ltd, Sdo Paulo, Brasil). Os resultados mostraram que a
resisténcia a eritromicina, lincomicina e tetraciclina é mais disseminada entre os microrganismos
isolados, sendo que a clindamicina, metronidazol, os novos macrolideos mostraram maior
efetividade.

UNITERMOS: microbiologia; periodontia; antibiéticos.

SUMMARY

The goal of this study was to evaluate the susceptibility of microorganims isolated from
periimplantar and periodontal infections to metronidazole, lincosamides, tetracycline and
macrolides. The tested drugs were azithromycin, clarithromycin, erythromycin, clindamycin,
lincomycin, metronidazole and tetracycline. The tests were carried out by mean an agar
dilution method, and the culture medium employed was Wilkins-Chalgren agar. 187 strict
and facultative anaerobic isolates were submitted to the susceptibility tests. The bacterial
inoculum was standardized to 10° cells/spot, which were transferred to the agar medium by
means of a Steers’ replicator (Cefar Ltd, Séao Paulo, Brazil). The results showed a significant
resistance to erythromycin; lincomycin and tetracycline, while clindamycin, metronidazole,
and the newer macrolides showed a higher antimicrobial activity.

UNITERMS: microbiology; periodontology; antimicrobials.
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INTRODUCAO

As doengas periodontais Al Haroni et al.!
(2005) e periimplantares Van Winkelhoff et al.?”
(2000) representam alteracbes decorrentes da
inter-relacao entre a viruléncia de um conjunto de
microrganismos e das respostas de defesa do
hospedeiro. O controle e prevencao das infec¢coes
periimplantares e periodontais dependem em
grande parte do controle do biofilme microbiano,
através de medidas pessoais de higiene e
tratamento mecanico local. Contudo, em pacientes
com periodontite avancada ou agressiva Tinoco et
al.26 (1998); Feres-Filho et al.® (2006), além das
infeccdes periimplantares Mombelli et al.!2 (2001);
Heitz-Mayfield et al.® (2004), por vezes a utiliza-
cao concomitante de antimicrobianos sistémicos
ou topicos pode colaborar para a resolugao da
condicao patolégica ou pelo menos contribuir no
controle do processo infeccioso Heitz-Mayfield et
al.8 (2004), embora, principalmente em implanto-
dontia, existam controvérsias sobre a existéncia
desses beneficios Roos-Jansaker et al.23 (2003).

Como a ampla maioria dos microrganismos
isolados de infec¢bes periimplantares e periodon-
tais € anoxibionte Van Winkelhof et al.?® (2005),
procedimentos de cultura e antibiograma para os
mesmos nao constituem rotina, deixando o clinico
apenas com padroes de susceptibilidade a drogas
descritos na literatura estrangeira, os quais nao
se assemelham com os padrées nacionais de
susceptibilidade, visto que em nosso pais a pro-
blematica da automedicacao é séria.

Assim, foi objetivo desse estudo avaliar a sus-
ceptibilidade de bactérias isoladas de pacientes
com periodontite crénica, periodontite agressiva
localizada e generalizada e de pacientes com
infeccoes periimplantares a antimicrobianos comu-
mente utilizados no tratamento das doencas perio-
dontais.

MATERIAIS E METODOS

1 Microrganismos

Amostras do biofilme subgengival foram obti-
das de 36 pacientes com periodontite cronica,
6 pacientes com periodontite agressiva localizada,
um caso de periodontite agressiva generalizada e
de 3 pacientes com infeccoes periimplantares,
diagnosticados por especialistas, sendo excluido
do estudo os pacientes que relataram uso de
drogas antimicrobianas nos 3 meses anteriores ao
estudo ou a presenca de doencas sistémicas. Todos
os procedimentos foram submetidos e aprovados
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pelo conselho de ética em experimentacao da
FOAracatuba-UNESP

Os cones de papel absorvente estéreis, n® 40
(Tannari), foram inseridos em sitios periodontais
que apresentavam sinais clinicos de inflamacéo e
profundidade clinica de sondagem maior ou igual
a 5mm, onde permaneceram por 30 segundos,
sendo transferidos para meio de transporte VMGA
III e submetidos a diluicao seriada em VMG I e
inoculados em: a) 4gar 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¢) 4gar TSBV; d)
agar Fastidious Anaerobe (FAA) acrescido de acido
nalidixico (0,01 mg/mL) e 5% de sangue desfi-
brinado de cavalo. Esses meios de cultura eram,
entao, incubados em anaerobiose (90% N, + 10%
CO,), a 37° C, por 14, 4, 4 e 14 dias, res-
pectivamente.

Apés o isolamento dos microrganismos e
obtencao de cultura pura, foram realizadas as
analises morfocelular (coloracdo de Gram) e
morfocolonial dos mesmos, além do teste res-
piratério, para caracterizar o relacionamento dos
diferentes microrganismos com o oxigénio atmos-
férico, e prova da catalase. A seguir procedeu-se a
identificacao do género e, quando possivel, da
espécie dos isolados através de “kits comerciais”
Rapid ID 32A (BioMérieux), RapID ANA II e RapID
NH System (Innovative Diagnostic Systems Inc.) e
testes de fermentacao de carboidratos, resisténcia
a sais biliares, hidrélise da esculina, hemaglu-
tinacdo de sangue humano, producao de gas, indol
e sulfeto de hidrogénio.

2 Testes de susceptibilidade

Foram testadas as seguintes drogas antimi-
crobianas: azitromicina (Laboratérios Pfizer, Gua-
rulhos, Brasil), claritromicina (Abbott Ltd, Sao
Paulo, Brasil), clindamicina (Rodhia Farma Ltd,
Sao Paulo, Brasil), eritromicina (Abbot Ltd, Sao
Paulo, Brasil), lincomicina e metronidazol (Rodhia
Farma Ltd, Sao Paulo, Brasil) e tetraciclina
(Forchemicals Ltd., Sao Paulo, Brasil). Foram
adotados os seguintes pontos criticos para as
drogas testadas NCCLS!* (2000); azitromicina,
4 pg/ml; claritromicina, 8 ug/ml; eritromicina,
16 ug/ml; clindamicina, 4 ug/ml; lincomicina,
16 pug/ml; metronidazol, 16 pug/ml; tetraciclina,
8 ug/ml. Empregou-se o método de diluicao da
droga em agar, empregando-se, para tanto o agar
Wilkins-Chalgren suplementado com sangue des-
fibrinado de cavalo.
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Um total de 187 isolados de bactérias anae-
rébias obrigatdrias e facultativas foi submetido aos
testes de susceptibilidade. Os seguintes micro-
organismos foram testados: Actinobacillus actino-
mycetemcomitans, 13; Actinomyces naeslundili,
5; A. israelii, 3; A. meyerii, 2; A. odontolyticus, 1;
Actinomyces sp., 6; Bacteroides sp., 11; Entero-
bacter sp, 2; Enterococcus faecalis, 2; Eubacte-
rium sp., 5; E. lentum 6; E. nodatum, 2; Fuso-
bacterium sp. 12; F. nucleatum, 33; F. necro-
phorum 2; F. periodonticum, 5; Micromonas
micros, 8; Peptostreptococcus sp., 7; B anaero-
bius, 3; P indolicus, 1; P asaccharolyticus, 2;
Porphyromonas gingivalis, 8; Prevotella sp., 7;
P intermedia-nigrescens, 25; Selenomonas sp., 9;
e Veillonella sp., 7.

O in6culo bacteriano foi padronizado em 10°
células/botao, o qual foi transferido para as placas
contendo os antimicrobianos e placas controle
(sem droga) através de um replicador de Steers
(Cefar Ltd, Sao Paulo, Brasil).

Empregaram-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, PR aeruginosa ATCC 27853,
e E. faecalis ATCC 29212 nos testes envolvendo
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microrganismos capazes de crescimento em aero-
biose NCCLS!'* (2000). As placa-teste e controle
foram incubadas em anaerobiose (90% N, + 10%
CO,) ou Oaerobiose, a 37° C, por 48 horas.

Ap6s periodo de incubacao, realizou-se a lei-
tura dos resultados comparando o crescimento
microbiano das placas testes com aqueles obser-
vados nas placas controles, sem drogas antimi-
crobianas. A concentracao inibitéria minima foi
definida como sendo a menor concentracao da
droga capaz de inibir totalmente o crescimento
bacteriano.

RESULTADOS

A Tabela 1 e o Grafico 1 trazem os resultados
referentes a suscetibilidade dos microrganismos
aos antimicrobianos. Os microrganismos anaero-
bios facultativos, como A. actinomycetemcomitans,
foram, em grande extensao, resistentes ao me-
tronidazol, sendo que todos os anaerébios testados
foram sensiveis a essa droga. As fusobactérias se
mostraram resistentes a eritromicina, enquanto os
poucos microrganismos entéricos isolados mos-
traram resisténcia multipla a essas drogas. Niveis
moderados de resisténcia a clindamicina, linco-
micina e, especialmente, tetraciclina foram obser-
vados na maioria dos grupos e espécies bacteria-
nas testadas.

TABELA 1 - Percentual (%) de resisténcia aos antimicrobianos de 187 bactérias anaerdbias obrigatérias e facultativas.

Drogas antimicrobianas

Microrganismos testados (n)

Az Clar Er Clin Lin Mz Te
A. actinomycetemcomitans (13) 0,0 7,69 15,38 7,69 7,69 69,23 7,69
Actinomyces naeslundii. (5) 20,0 0,0 20,0 0,0 0,0 60,0 0,0
Actinomyces israelii (3) 0,0 0,0 33,33 0,0 0,0 66,67 0,0
Actinomyces meyerii (2) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0 0,0
Actinomyces odontolyticus (1) 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 0,0
Actinomyces sp. (6) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 75,0 16,67
Bacteroides sp. (11) 9,09 9,09 18,18 9,09 9,09 0,0 9,09
Enterobacter sp. (2) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Enterococcus faecalis (2) 50,0 0,0 50,0 0,0 50,0 100,0 0,0
Eubacterium lentum (6) 16,67 0,0 16,67 16,67 16,67 0,0 16,67
Eubacterium nodatum (2) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Eubacterium sp. (5) 0,0 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0
Fusobacterium nucleatum (33) 0,0 3,03 48,48 0,0 6,06 0,0 3,03
Fusobacterium necrophorum (2) 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fusobacterium periodonticum (5) 0,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fusobacterium sp. (12) 0,0 8,33 41,67 0,0 8,33 0,0 8,33
Micromonas micros (8) 0,0 0,0 0,0 0,0 12,5 0,0 12,5
Peptostreptococcus anaerobius (3) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 33,33
Peptostreptococcus indolicus (1) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Peptostreptococcus asacharolyticus (2) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0
Peptostreptococcus sp. (7) 14,28 0,0 14,28 0,0 0,0 0,0 14,28
Porphyromonas gingivalis (8) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Prevotella intermedia-nigrescens (25) 0,0 0,0 16,0 0,0 0,0 0,0 12,0
Prevotella spp. (7) 0,0 14,28 14,28 0,0 0,0 0,0 14,28
Selenomonas sp. (9) 0,0 11,11 11,11 0,0 0,0 0,0 11,11
Veillonella sp. (7) 0,0 0,0 14,28 0,0 0,0 0,0 28,57
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GRAFICO 1 - Percentual (%) de resisténcia aos antimicrobianos de 187 isolados
bacterianos divididos por sensibilidade ao oxigénio e caracteristicas celulares.

DISCUSSAO

O emprego de antimicrobianos como coadju-
vantes no tratamento das periodontopatias Haffajee
et al.” (2007) e infeccoes perimplantares Roos-
Jansaker et al.2® (2003); Heitz-Mayfield et al.®
(2004) pode trazer beneficios adicionais desde que
com indicagbes precisas e adequada selecao da
droga. Embora existam estudos sugerindo o em-
prego de antimicrobianos sistémicos como tnica
terapia para pacientes com periodontite cronica,
esse € um procedimento controverso, particular-
mente em funcao da disseminacao de micror-
ganismos multirresistentes Feres et al.2 (2002);
Feres-Filho et al.? (2006).

A analise da resisténcia a antimicrobianos deve
considerar a importancia do grupo microbiano
estudado e da patologia em questdo, bem como o
papel representado pela droga testada no tra-
tamento, justificando o monitoramento dos niveis
de resisténcia a antimicrobianos apresentado pelos
principais patégenos Pinheiro et al.!® (2004); Van
Winkelhoff et al.?28 (2005). Desta forma, enquanto
niveis mais elevados de resisténcia a tetraciclina,
limitam seu uso sistémico em periodontia, pouco
valendo de parametro para seu uso tépico, devido
a sua retencao no biofilme microbiano, a im-
portancia dessa resisténcia em outras areas da
saude ¢é limitada, em funcido de sua pequena
relevancia no tratamento moderno de infecgoes
mais sérias. Por outro lado, drogas como as
lincosaminas e os nitroimidazdis, muito utilizadas
no tratamento de infeccoes graves causadas por

anaerobios Pumbwe et al.!® (2007), merecem
atencao e monitoramento, visto que a disse-
minacdo de genes de resisténcia na microbiota
pode comprometer o emprego futuro desses far-
macos.

A utilizacdo de drogas antimicrobianas no
tratamento das infecgcoes de cabeca e pescoc¢o por
vezes esbarra na problematica da selecao de mi-
crorganismos multiresistentes aos farmacos em-
pregados. Contudo, a estabilizacao das condicoes
periimplantares e periodontais nao exige a elimi-
nacao da maioria dos microrganismos envolvidos
com essas patologias Xajigeorgiou et al.3° (2006).

No tratamento das infeccoes anaerdbias mis-
tas, como as periodontopatias e as infeccoes pe-
riimplantares, por vezes sao empregadas drogas
do grupo dos nitroimidazéis, como o metroni-
dazol, macrolideos, lincosaminas e tetraciclinas
Needleman et al.!’® (2000); Van Winkelhoff et al.28
(2005).

Contudo, a resisténcia de microrganismos
anaerobios obrigatérios e facultativos vem sofren-
do uma expansao significativa, o que tornam
criticos os habitos de prescricao tradicionais, sem
a realizacao de exames laboratoriais capazes de
determinar a sensibilidade microbiana aos antimi-
crobianos. Drogas como a tetraciclina, produzindo
resultados satisfatorios tanto com seu uso tépico
quanto sistémico Mombelli et al.!?(2001); Pavia et
al.'” (2003), também sao rotineiramente empre-
gadas como automedicacdo, o que limita sua
eficacia.
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As tetraciclinas sao o segundo grupo de drogas
mais utilizadas no mundo e possuem um amplo
espectro de acdo sobre microrganismos bucais,
tanto Gram-negativos quanto Gram-positivos
Lancaster et al.!! (2003). Além dos efeitos tera-
péuticos ligados a sua atividade antimicrobiana,
possui a capacidade de aumentar a adesao de
fibroblastos, reducao da atividade proteolitica de
anaerobios Grenier et al.® (2003), além de ativi-
dade antiinflamatéria e antiproteolitica em leucé-
citos Roberts!? (2002).

A resisténcia as tetraciclinas, normalmente
codificada pelos genes tet, €é a mais disseminada
entre os principais farmacos de importancia na
area de saude Patterson et al.'¢(2007). Porém, os
anaer6bios Gram-negativos geralmente sao sensi-
veis a essa droga Lakhssassi et al.l° (2005),
excetuando-se bactérias do grupo de Bacteroides
fragilis. No presente estudo, niveis de resisténcia
a tetraciclina foram menores do que os observa-
dos por e Kleinfelder et al.® (1999), e resistén-
cia foi observada principalmente entre os géne-
ros Peptostreptococcus e Veillonella, além de
Enterobacter sp.

O emprego topico desse farmaco, o qual
permite a liberacao de niveis elevados de droga por
periodos prolongados, pode utilizar a prépria
superficie radicular e do biofilme como dispo-
sitivos de liberacao lenta Stabholz et al.?> (1993),
sendo que seu uso tépico, no tratamento de
perimplantite, mostrou resultados satisfatérios do
ponto de vista clinico e microbiolégico Mombelli
et al.12 (2001).

Em animais tratados com solucoes tépicas de
tetraciclina, ocorre a selecdo de microrganismos
anaerébios facultativos, especialmente entero-
bactérias, Staphylococcus sp., Enterococcus sp. €
Streptococcus sp., os quais mostram resistén-
cia ao metronidazol e pouca sensibilidade aos
macrolideos e a tetraciclina Pinheiro et al.2?(2004)
e B-lactamicos Frei et al.# (2005), mas nao possuem
potencial periodontopatogénico significativo.

Os resultados dos testes de susceptibilidade
evidenciaram que o metronidazol foi a droga mais
eficaz frente aos anaerébios testados, mas, como
esperado, nao apresentou atividade inibitéria
sobre microrganismos anaerébios facultativos,
como também descrito por Al Haroni et al.! (2006).
A susceptibilidade dos anaerdbios Gram negati-
vos ao metronidazol foi mais elevada do que a
apresentada pelos anaerébios Gram positivos,
como também observado por Wybo et al.?? (2007).

A presenca de genes nim, que codificam para a
resisténcia a esse quimioterapico em anaerdébios,
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nem sempre leva a niveis significativos de resis-
téncia Pumbwe et al.!® (2007). Contudo, em mi-
crorganismos anaeroébios facultativos, a resisténcia
€ constitutiva, visto que essas bactérias resistentes
provavelmente nao possuem a enzima nitrato
redutase, que € responsavel pelo acimulo da droga
no citoplasma bacteriano, € a enzima piruvato-
ferredoxina 6xido-redutase, a qual transfere elé-
trons para o grupamento nitro da droga, con-
vertendo-a na sua forma ativa, capaz de interferir
na biossintese do DNA microbiano. Alguns desses
microrganismos resistentes possuem proteinas na
membrana celular capazes de atuar como bombas
de efluxo da droga, levando a eliminacao da droga
presente no citoplasma microbiano Pumbwe et al.!®
(2007).

Resultados nao apresentados no presente
estudo, sugerem que a associacao entre esse
nitroimidazol e os [B-lactamicos pode ser uma
solucao para a pequena susceptibilidade desses
microrganismos anaerodbios facultativos, como A.
actinomycetemcomitans, ao metronidazol Tinoco
et al.?26 (1998); Miiller et al.!® (2002), sendo que
essa associacao é amplamente utilizada na clinica
odontolégica Xajigeorgiou et al.?° (2006), princi-
palmente quando se suspeita da participagao de
anaer6bios Gram-negativos multirresistentes aos
antimicrobianos, como Prevotella intermedia, que
produz elevados niveis de B-lactamases mas é
altamente sensivel aos nitroimidazéis.

Nas infecgbes periimplantares e periodontais
em que A. actinomycetemcomitans desempenha
um papel central, como as periodontites agressi-
vas, o uso de metronidazol como coadjuvante nao
traz beneficios significativos, devendo ser asso-
ciado a -lactamicos Xajigeorgiou et al.*° (2006), o
que esta de acordo com a resisténcia ao metro-
nidazol que esse microaeréfilo mostrou, como
apresentado na Tabela 1.

Os macrolideos (azitromicina, claritromicina e
eritromicina) e lincosaminas (clindamicina e linco-
micina) compartilham de receptores muito proé-
ximos na superficie da subunidade 50S do
ribossomo bacteriano, de forma que freqiien-
temente a mutacdao de um unico gene pode elevar
a resisténcia bacteriana as duas classes de droga
Roberts?! (2002). Além desse aspecto, a resisténcia
as lincosaminas como um todo, como apresentado
na Tabela 1 para alguns isolados do géneros
Streptococcus e Bacteroides, pode estar rela-
cionada a presenca de genes erm Pumbwe et al.!®
(2007). Entretanto, as lincosaminas, em particular
a clindamicina, permanecem como drogas de
escolha no tratamento de infeccoes sérias em
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odontologia pela sua efetividade frente a maioria
dos patégenos anaerdbios Rush et al.24 (2007).

Os resultados apresentados na Tabela 1
evidenciam a falta de eficicia da eritromicina sobre
a grande maioria dos microrganismos testados, o
que contra indica seu emprego, como também
relatado por Quirynen et al.2° (2003). Por outro
lado, para as demais drogas a ocorréncia de
isolados resistentes foi pequena, o que esta de
acordo com Goldstein et al.5 (2006). Além disso,
evidencia a suscetibilidade da maioria dos mi-
crorganismos anaerdébios Gram negativos a azi-
tromicina e claritromicina, como também relatado
por Van Winkelhoff et al.?® (2005), sendo que esta
dltima teve uma atividade superior em microrga-
nismos Gram positivos.

Como a maioria das infeccoes de cabeca e
pescoco € produzida pelos microrganismos estu-
dados no presente estudo, a utilizagcdo de ma-
crolideos mais tradicionais para o tratamento
destas infec¢oes, mesmo em criangas, merece ser
melhor avaliada, podendo ser substituidos por
novos farmacos desse grupo. A maioria dos me-
canismos de resisténcia a essas duas classes de
drogas envolve a impermeabilidade celular e a
producao de enzimas capazes de exportar as dro-
gas logo ap6s a entrada das mesmas no citoplasma
bacteriano, levando a niveis elevados de resisténcia
Rodrigues et al.?2(2004).

CONCLUSOES

Os microrganismos testados, especialmente os
anaerobios obrigatérios mais relevantes presentes
no biofilme subgengival, mostraram menor sus-
ceptibilidade a eritromicina e tetraciclina, ao
contrario do que ocorreu com 0S NOVOS mMacro-
lideos, lincosaminas e metronidazol.
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