CARMINDA SiLVIA NUNES MONTEIRO DA CUNHA

IDENTIFICACAO DE Porphyromonas gingivalis E Prevotella intermedia
ISOLADAS DE PACIENTES COM DOENCA PERIODONTAL E ANALISE DAS
RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS

NAETN

° e
f 00,1
g Z 3
=N 7 &
NN 24
R Z @
3N Z &
ko) §

Y08 R

Faculdade de Ciéncias da Saude
Universidade Fernando Pessoa
Porto, 2017






CARMINDA SiLVIA NUNES MONTEIRO DA CUNHA

IDENTIFICACAO DE Porphyromonas gingivalis E Prevotella intermedia
ISOLADAS DE PACIENTES COM DOENCA PERIODONTAL E ANALISE DAS
RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS

NAETN

° e
f 00,1
g Z 3
=N 7 &
NN 24
R Z @
3N Z &
ko) §

Y08 R

Faculdade de Ciéncias da Saude
Universidade Fernando Pessoa
Porto, 2017






CARMINDA SiLVIA NUNES MONTEIRO DA CUNHA

IDENTIFICACAO DE Porphyromonas gingivalis E Prevotella intermedia
ISOLADAS DE PACIENTES COM DOENCA PERIODONTAL E ANALISE DAS
RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS

Trabalho original realizado por

Dissertagdo apresentada a Universidade Fernando Pessoa
como parte dos requisitos para a obten¢do do grau de Mestre em
Microbiologia Clinica sob a orientagdo das Professoras Doutoras

Cristina Pina e Inés Lopes Cardoso.



RESUMO

A cavidade oral ¢ um dos locais do organismo humano que revela a mais complexa e
heterogénea populacdo microbiana, da qual fazem parte mais de meio milhar de espécies
bacterianas.

A doenga periodontal (DP) ¢ uma patologia oral de origem bacteriana caracterizada
por um estado inflamatério que comeca por afetar o tecido gengival e cuja progressdo leva
frequentemente a perda de dentes na idade adulta. As gengivites e periodontites sdo das
patologias periodontais que surgem com maior predominio na rotina da clinica dentdria. A
identificacdo do microbioma responsavel por este tipo de patologias € extremamente
importante na ado¢do de medidas mais eficazes, quer de tratamento, quer de prevengao.

Certas estirpes de bactérias de Gram negativo tém sido encontradas de forma
consistente em lesdes periodontais, nomeadamente as espécies Porphyromonas gingivalis e
Prevotella intermedia. Estas bactérias sdo de Gram negativo, anaerdbias estritas, imdveis, ndo
esporuladas e produtoras de pigmento negro. A identificagdo destes microrganismos pode ser
realizada pelos métodos convencionais, sendo tecnicamente complexos, dispendiosos e
morosos ou por diversas técnicas de biologia molecular, nomeadamente a Polymerase Chain
Reaction (PCR).

A prevengdo e o controlo das doengas periodontais residem na elimina¢do do biofilme
microbiano, através de habitos de higiene oral e tratamento mecanico local. No entanto, em
alguns tipos de DP torna-se necessario o uso de antisépticos e/ou antibidticos. A identificagdo
das espécies bacterianas implicadas na DP permite a prescri¢do do antibidtico especifico, uma
vez que se tem verificado uma tendéncia para a abordagem terapéutica empirica o que tem
conduzido para um aumento da resisténcia aos antibidticos, particularmente nas espécies do
género Porphyromonas e Prevotella.

Face ao exposto e a escassa informacdo acerca da identidade de estirpes bacterianas
em infec¢des periodontais em Portugal e eventuais resisténcias desenvolvidas realizou-se um
estudo preliminar de pesquisa das estirpes produtoras de pigmento negro, nomeadamente
P.gingivalis e P. intermedia e da pesquisa da suscetibilidade antimicrobiana aos antibioticos
B-lactamicos, metronidazol, clindamicina e tetraciclina; assim como também, a pesquisa de
enzimas [3-lactamases. Neste trabalho foram analisadas 42 amostras de isolados subgengivais
provenientes de pacientes com periodontites, da clinica dentaria da Faculdade de Ciéncias da

Saude, da Universidade Fernando Pessoa, Porto.



Das 42 amostras, apenas 14 tiveram crescimento de coldonias com pigmento negro.
Destas, 57,1% foram identificadas como P. intermedia, 28,6% eram P. gingivalis e 14,2%
pertenciam a outras espécies pigmentadas. Relativamente a prova de sensibilidade
antimicrobiana, verificou-se que todas as amostras de P. infermedia foram sensiveis aos
antibioticos testados, embora 14,3% de Prevotella spp tenha-se mostrado resistente a
penincilina, amoxicilina, clindamicina e tetraciclina. Nenhum dos isolados da espécie P.
gingivalis mostrou resisténcia aos agentes antimicrobianos ensaiados. A pesquisa de -
lactamases revelou que apenas 2 amostras tinham capacidade para a produg¢do destas enzimas.

Os dois métodos utilizados neste trabalho mostraram-se eficazes no conhecimento das
espécies bacterianas intervenientes na DP. Contudo, no método classico varias amostras
perderam viabilidade durante o processo de congelagdo, inviabilizando a sua cultura. Por
outro lado, os métodos moleculares amplificaram todas as amostras tendo-se demonstrado
como previsto uma técnica rapida e precisa.

As estirpes isoladas de P. gingivalis ¢ P. intermedia foram sensiveis a todos os
antibioticos testados, ao contrario do referido na literatura. Este resultado pode dever-se a
reduzida amostragem deste estudo.

Da avaliagdo destes resultados preliminares € nossa proposta em estudos futuros
alargar significativamente a amostragem, bem como a amplificagdo direta do ADN bacteriano
colhido nas bolsas periodontais, de forma a ndo existir selecdo cultural dos agentes
microbianos. O estudo da suscetibilidade antimicrobiana com recurso a técnicas de biologia
molecular é, também nossa proposta para a contribui¢do de uma maior sensibilidade e

precisdo de resultados.
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ABSTRACT

Oral cavity is one of the places in the human body that reveals the most complex and
heterogeneous microbial population, which are a part over half of a thousand bacterial

species.

Periodontal Disease (PD) is an oral pathology of bacterial origin characterized by an
inflammatory state that stars affecting gingival tissue and progresses frequently to tooth lost in
adult age. Gingivitis and periodontitis are the periodontal pathologies more frequently found
in clinical dentistry routine. The identification of the microbiome responsible for theses
pathologies is of extreme importance due to the adoption of more effective measures of

treatment and prevention.

Certain strains of Gram-negative bacteria have been consistently found in periodontal
lesions namely Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia. These are Gram-
negative bacteria, anaerobic, non-sporulating and producers of black pigment. The
identification of these strains can be performed by conventional methods, which are complex,
expensive and time-consuming, or by molecular biology techniques, namely Polymerase

Chain Reaction (PCR).

The prevention and control of periodontal diseases is based on the microbial biofilm
elimination, through oral hygiene or mechanical and local treatment. However in some types
of PD its necessary the use of anti-septic and/or antibiotics. The identification of the bacterial
species involved in PD allows the prescription of a specific antibiotic, which is another
approach to the empirical therapeutic lately, leading to the increase of antibiotic resistance

namely of the species Porphyromonas and Prevotella.

Facing all the above and due to the lack of information regarding the identity of the
bacterial strains in periodontal infections in Portugal and also due to antibiotic resistance, a
preliminary study was developed based on the black pigment producers strains P. gingivalis
and P. intermedia; search of antimicrobial susceptibility to [-lactam antibiotics,
metronidazole, clindamycin and tetracycline, as well as the research of the B-lactamases
enzymes. In this work it was analyzed 42 samples of subgingival isolates from patients with
periodontitis from the dentistry clinic of Health Science faculty, Fernando Pessoa University

of Oporto.



Of the 42 samples, only 14 revealed growth of black pigment colonies. From this ones,
57,1% were identified as P. intermedia, 28,6% were P. gingivalis and 14,2% belong to other
pigmented species. Concerning the antimicrobial sensitivity to the antibiotic tested, all the
samples of P. intermedia were sensitive, although 14,3% of Prevotella spp. was resistant to
penicillin, amoxicillin, clindamycin and tetracycline. None of the isolates of P. gingivalis
showed resistance to the antimicrobial agents tested. The search for f-lactamases shows that

only 2 strains had the ability to produce it.

The two methods used in this work were effective in the identification of the bacterial
strains involved in PD. However it was verified that using the classical method several
samples loss viability during the freezing process, so they could not be cultured. On the other

hand the molecular methods amplified all the samples as expected it was quick and precise.

The isolated strains of P. gingivalis and P. intermedia were sensitive to the antibiotics

tested, opposite to literature references. This result may be due to the reduced sample number.

From this preliminary result evaluation is our proposal to engage future studies with a broader
number of samples and using direct DNA amplification collected from periodontal pockets, a
way from avoiding strain selection of the bacteria. The study of antimicrobial susceptibility
based also in molecular biology techniques is, according to us, a better contribution to

increase the sensibility and precision of the results.

KEYWORDS
Periodontitis, Pigmented anaerobic, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,

Antibiotics, B-lactamases.
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Identificacdo de Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia isoladas de pacientes com
doenca periodontal e analise das resisténcias antimicrobianas

I. INTRODUCAO

A cavidade oral é um dos locais do organismo humano que revela a mais
complexa e heterogénea populagdo microbiana, em que coabitam fungos, virus,
protozodarios, Archaea e mais de meio milhar de espécies bacterianas. Neste contexto,
surge o conceito de microbioma oral, definido como todos os microrganismos que sdo
encontrados sobre ou dentro da cavidade oral humana e suas extensdes contiguas, até ao
esofago distal. As diversas e especificas caracteristicas que a cavidade oral ostenta,
favorecem a existéncia de microambientes adaptados para a instalagdo de diferentes
tipos de microrganismos com predominio de bactérias anaerdbias facultativas e estritas,
das quais mais de metade sdo bactérias ndo cultivaveis (Dewhirst et al., 2010). As
complexas comunidades bacterianas que compdem o microbioma oral tém sido
caracterizadas por métodos moleculares, ndo dependentes de cultura, como a
sequencia¢do dos genes codificadores do RNAr 16S. Segata e colaboradores (2012)
utilizaram este método para caracterizar as comunidades bacterianas de 7 amostras da
cavidade oral e apuraram que eram colonizadas por trés comunidades bacterianas
distintas. Neste estudo foi demonstrado que a mucosa bucal, gengiva e palato duro tém
uma microbiota semelhante, enquanto a saliva, lingua, amigdalas e garganta possuiam
uma comunidade distinta, assim como a placa supra e subgengival (Segata ef al., 2012).

Sdo varias as bactérias odontogénicas destacando-se os géneros Streptococcus,
Veillonella, Granulicatella, Gamella, Actinomyces, Corynebacterium, Rothia,
Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Capnocytophaga, Nisseria, Haemophilis,
Treponema, Lactobacterium, Eikenella, Leptotrichia, Peptostreptococcus,
Staphylococcus, Eubacteria, and Propionibacterium (Aas et al., 2005; Jenkinson e

Lamont, 2001; Wilson, 2001; Zaura ef al., 2009; Bik et al., 2010).

A doenga periodontal (DP) € uma patologia oral que pode persistir na auséncia
de tratamento, sendo a causa mais frequente da perda de dentes na idade adulta. Um
inadequado ou ausente tratamento de um estado inflamatorio, pode evoluir para uma
situacdo de cronicidade em que a mucosa gengival edemaciada € progressivamente
destruida até que se destaca do dente com a consequente formagdo de uma bolsa no
periodonto, sendo instalado um quadro de periodontite (American Academy of

Periodontology, 2013).
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A exposi¢do do periodonto a placa bacteriana conduz a acumulagdo de
microrganismos em redor do dente, na margem externa e interna da gengiva com o
estabelecimento de um processo infecioso (Socransky e Haffajee, 2002). A flora
microbiana da placa bacteriana na superficie dentaria adjacente ao sulco gengival tende
a propagar-se para tecidos de sustentagdo mais profundos com a formacgdo de bolsas
periodontais marcadas. Estas bolsas, associadas a migrac¢do do epitélio da mucosa oral e
posterior perda dssea, criam um ambiente favoravel a acdo de agressores bioldgicos
e/ou quimicos conduzindo a destrui¢do estrutural do periodonto por necrose celular com
erosdo do osso alveolar, culminando com a mobilidade da estrutura dentaria e
consequente perda de dentes (Kaldahl ez al., 1996; Meng, 1999; Pihlstrom e Tabak.,
2005).

A etiologia dos microrganismos implicados nas doencas periodontais ¢
complexa, com grande diversidade de bactérias responsaveis pelo inicio e progressio da
patologia oral (Socransky e Haffajee, 2002). Sdo conhecidas varias centenas de espécies
bacterianas presentes na cavidade oral. No entanto, apenas um escasso nimero de
espécies particulares da microflora subgengival demonstraram relevancia no comego e

na progressdo da periodontite.

De acordo com Socransky e colaboradores (1998) os agentes infeciosos que tém
sido encontrados de forma consistente em lesdes periodontais, sdo bactérias de Gram
negativo, anaerobias estritas e microaerofilicas. Entre estas encontram-se
Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia,
Campylobacter spp., Capnocytophaga spp., FEikenella corrodens, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e espiroquetas orais, como
por exemplo Treponema denticola (Kumar et al., 2003; Kuramitsu et al., 2007; Maestre

et al., 2007; Filoche ef al, 2010; Dashiff e Kadouri, 2011).

A instalag¢@o da infe¢do periodontal depende, primariamente, da capacidade que
as bactérias patogénicas possuem de adesdo aos tecidos do hospedeiro. Posteriormente,
intervém outros fatores intrinsecos e comportamentais do hospedeiro que irdo
determinar a grandeza e rapidez do desenvolvimento de uma infe¢do periodontal

(Komman e Page, 1997; Philstrom e Tabak, 2005). Assim, a presenca de
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microrganismos patogénicos ndo € o Unico fator necessario para a ocorréncia de um
quadro de periodontite, existindo outros aspetos a considerar como a auséncia de
microrganismos protetores, a presenga de um ambiente favoravel e um deficiente
sistema imunitério (Socransky e Haffajee, 1991; Philstrom et al., 2005). Na realidade, a
DP depende de alteragdes decorrentes da inter-relagdo entre a viruléncia dos
microrganismos ¢ a capacidade de defesa do hospedeiro (Al-Haroni ef al., 2006;

Almeida et al., 2006).

A cavidade oral é caracterizada por ter um ambiente onde ocorrem diversas
interacdes entre microrganismos, estruturas e fluidos. Possui caracteristicas de
humidade, pH e temperatura ideais para o desenvolvimento bacteriano, constituindo um
ambiente com varias centenas de espécies microbianas (Socransky e Haffajee, 2002;
Wade, 2013). Os microrganismos orais adaptam-se a ambientes em mudanga dentro da
prote¢do concedida pelos biofilmes (Avila ef al., 2009). Os biofilmes sdo conjuntos
complexos de microrganismos que habitam nas superficies duras e na mucosa da
cavidade oral (Flemmig e Beikler, 2011). O biofilme possui uma fun¢do protetora do
esmalte dentdrio no entanto também ¢é fonte de substratos para os microrganismos da
placa bacteriana (Marsh, 2003). Um pequeno numero de espécies de bactérias dos
biofilmes orais parece estar implicado em infegcdes periodontais, como agentes
patogénicos. Muitos destes microrganismos sdo, vulgarmente, detetados em individuos
saudaveis (Wade et al., 2013). Neste contexto, enquanto as colénias de microrganismos
desempenham um papel vital na manuten¢do da homeostase oral, também sdo

intervenientes em doencas orais (Flemmig e Beikler, 2011).

A placa bacteriana subgengival é mais complexa do que a placa bacteriana
supragengival, por estar agregada ao dente e ao tecido conjuntivo de suporte dentario
(Socransky e Haffajee, 2002; Haffajee et al., 2007). Estima-se que varias centenas de
espécies bacterianas estejam localizadas na placa subgengival, contudo poucas estdo
implicadas na DP (Becker et al., 1990; Piovano, 1999; Paster et al., 2001; Byrne, et al.,
2009).

Nas infe¢des periodontais, uma grande percentagem dos agentes isolados &
anaerobia estrita (van Winkelhof er al., 2005). A identificacdo classica de
microrganismos anaerobios estritos ¢ tecnicamente complexa, morosa e dispendiosa

(Song, 2005). Por estas razdes, em Portugal, assim como em muitos outros paises, 0s
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estudos de identificacdo e de suscetibilidade a agentes antimicrobianos, para estas
bactérias da cavidade oral ndo fazem parte das rotinas clinicas de Medicina Dentaria,

pelo que a terapéutica antimicrobiana € frequentemente empirica.

De acordo com vérios investigadores (Aldridge et al., 2001; Papaparaskevas et
al., 2005) os niveis de resisténcia dos anaerdbios estritos a certos antibidticos, como

ampicilina/sulbactam e clindamicina tém sofrido um aumento tendencial.

Neste contexto, a identificagdo da microbiota responsavel pelas periodontites e
suas resisténcias aos antibioticos sdo de extrema relevancia, pois conduzem a adogéo de
medidas eficazes na terapéutica da DP limitando os danos tecidulares e encurtando o

tempo de infegdo.
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1. ECOSSISTEMAS ORAIS

Os dentes, o sulco gengival, a lingua, as bochechas, os palatos duro ¢ mole ¢ as
amigdalas (Dewhirst et al., 2010), cada um destes locais proporciona ambientes onde as
comunidades microbianas podem florescer (Figura 1). Diferentes tipos de
microrganismos habitam nichos ecologicos distintos, de acordo com os diferentes tipos

de superficies e suas fungdes (Aas ef al., 2005).

I
Sulco gengival = | Dentes

\ Palato duro

Lingua

Figura 1. Exemplo de ecossistemas orais (adaptado de  http:/

www.lasersinent.com/laser-indication.html, [Em linha] Consultado em 21-07-2016).

A mucosa oral constitui uma importante barreira fisica que interage com
microrganismos periodontopatogénicos e promove, inicialmente, mecanismos de defesa
por meio de proteinas antimicrobianas (Chung et al., 2004; Shelburne et al., 2005). Os
agentes patogénicos que conseguem ultrapassar esta barreira protetora, em condic¢des
normais de imunocompeténcia do hospedeiro, sdo fortemente combatidos pelo sistema
imunoldgico, através de diferentes estratégias de defesa, como por exemplo o recurso a

células fagociticas (neutrofilos e macrofagos) (Deas ef al., 2003).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro, a predisposi¢cdo genética, condi¢des
socioeconomicas entre outros parametros, sdo capazes de influenciar a constituicdo da
microbiota oral (Papapanou et al., 1988; Umeda ef al, 1998; van Winkelhoff et al.,
1996).

De entre os diversos ecossistemas constituintes da cavidade oral, a saliva, o
fluido crevicular ou gengival e as estruturas dentarias sdo os componentes mais

diferenciados.
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1.1. SALIVA E FLUIDO CREVICULAR

A saliva e o fluido crevicular desempenham relevantes fun¢des no estado de

saude oral ndo s6 em termos quantitativos, como qualitativos (Sreebny et al., 1992).

A saliva € constituida essencialmente por dgua (99%), substancias organicas e
inorgénicas. Este fluido ¢ fundamental na manutengdo da integridade das estruturas
orais, na digestdo, na prevencdo e controlo de infe¢cdes na cavidade oral. A barreira
protetora formada pela saliva foca-se essencialmente, na capacidade de diluicdo e
eliminagdo de  aglicares, no controlo do pH, no equilibrio da
desmineralizacdo/remineralizagdo e na atividade antimicrobiana (Nieuw e Veeman,
2002, George, 2008; Filoche ef al., 2010).

A saliva funciona como sistema tampdo pois neutraliza os produtos acidos
resultantes do metabolismo bacteriano, evitando que microrganismos patogénicos
encontrem um meio capaz para a sua colonizagéo e, simultaneamente, também previne a
desmineralizag¢do do esmalte dentario (Nieuw e Veeman, 2002; de Almeida ef al., 2008;
Filoche et al., 2010).

A atividade antibacteriana da saliva € conseguida pelos seus constituintes, sejam
eles de natureza imunoldgica ou ndo (Schenkels et al., 1995; Humphrey e Williamson,
2001). O componente imunologico da saliva presente em maior quantidade ¢ a IgA-
secretora. Esta imunoglobulina funciona como anticorpo para os antigénios bacterianos,
sendo capaz de agregar bactérias inibindo a capacidade de aderéncia destas a mucosa
oral (Schenkels et al., 1995; Humphrey e Williamson, 2001). Outros elementos
imunoldgicos, tais como a IgG e IgM, ocorrem em fracdes menores e tém,
presumivelmente, origem no fluido gengival (Edgar, 1992; Humphrey e Williamson,
2001).Quanto aos componentes salivares ndo imunologicos destacam-se enzimas
(lisozima, lactoferrina e peroxidase), glicoproteinas, aglutininas, histatinas e mucinas

(Schenkels et al., 1995; de Almeida et al., 2008).

O fluido crevicular é uma secre¢do oral que banha o sulco gengival. Possui uma
composi¢do analoga ao soro sanguineo, com destaque para a fragdo acelular,
fundamentalmente constituida por proteinas plasmaticas, como a albumina e as

imunoglobulinas, IgA, IgG e IgM (Edgar, 1992; Domenica et al., 2009), enquanto na
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fracdo celular encontram-se células epiteliais de descamagéo e leucdcitos, em particular

linfocitos (T e B), monodcitos e neutréfilos.

1.2. MICROBIOMA ORAL

A presenga do biofilme oral ¢ um pré-requisito fundamental para o inicio e
progressdo da DP. No entanto, algumas espécies bacterianas apresentam caracteristicas
importantes na patogénese da doenca em consequéncia de varios fatores de viruléncia
diretamente relacionados com a inibi¢do da defesa do hospedeiro e com a ativacdo de
mediadores da inflamagdo relacionados, principalmente a perda de osso alveolar
(Axelsson, 2000).

Um biofilme pode ser definido como um ecossistema microbiano, perfeitamente
estruturado e dindmico que atua de forma coordenada. Este complexo ecossistema pode
ser formado por populagdes desenvolvidas por uma tunica, ou por multiplas espécies
microbianas fortemente aderidas a superficies bidticas e/ou abidticas (Wilson, 2001). A
dindmica de formacdo de um biofilme ocorre em etapas distintas e resulta da
combinagdo de diversos processos de natureza fisica ou bioldgica. A colonizagdo
bacteriana as superficies dentdrias inicia-se pela adesdo de microrganismos a pelicula
adquirida (camada acelular constituida essencialmente por proteinas salivares), a qual
proporciona uma superficie adequada a aderéncia de bactérias e que favorece o
crescimento continuo do biofilme, sendo este considerado a principal causa das infe¢des
da cavidade oral (Kolenbrander, 1993; Rosan e Lamont, 2000). Diversos trabalhos tém
revelado a importancia dos microrganismos constituintes do biofilme, na instalagéo e

progressdo da DP (Slots, 1977; Socransky et al., 1998; Ximenés-Fyvie et al., 2000).

Inicialmente, os microrganismos livres identificados de colonizadores primarios,
sdo transferidos da saliva para as estruturas dentdrias, onde aderem, geralmente a
proteinas e a outros compostos organicos. Segue-se a proliferagdo celular, com a
utilizagdo de nutrientes provenientes do meio liquido envolvente, saliva e residuos da
dieta, conduzindo a formagdo de uma ampla rede de coldnias microbianas. As bactérias
aderidas, por sua vez, sintetizam uma matriz exopolissacaridica, que vai servir como
substrato para a fixa¢do de novos microrganismos, os colonizadores secundarios
(Rickard et al., 2003). Ao longo do tempo, a composi¢do microbiana do biofilme oral

sofre tendencialmente modifica¢des, devido ao amadurecimento e evolugdo das relagdes
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estabelecidas entre os colonizadores presentes (Figura 2). Na superficie dentdria, local
de grande stress mecanico, o biofilme é extremamente compacto e estratificado. Os
espagos intersticiais presentes no biofilme, tanto permitem como condicionam a
circulacdo de nutrientes e metabolitos, e deste modo sdo criados nos biofilmes estados
de anaerobiose, em ambientes naturalmente aerébios, permitindo o desenvolvimento de
relacdes de simbiose, onde dois tipos de microrganismos metabolicamente distintos
dependem um do outro para utilizarem certos substratos, na producdo de energia

(Rickard et al., 2003).
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Figura 2. Ciclo de vida de um biofilme (fonte: Menoita et al., 2012).

O biofilme oral possui propriedades gerais analogas a outros biofilmes existentes
no organismo humano, no entanto, a densidade bacteriana neste biofilme ¢é cerca de

1000 vezes maior do que na saliva (Anderson, 2002).

O biofilme oral, quando fixo a estrutura dentaria é designado de placa
bacteriana. A placa bacteriana, nas diversas zonas de um mesmo dente exibe diferencas
na composi¢do microbiana (Spratt e Pratten, 2003). As bactérias presentes na placa
bacteriana possuem uma fisiologia diferente das que existem na cavidade oral, na forma
plancténica. Encontram-se num estado de laténcia, com o metabolismo reduzido, devido

a limitacdo da disponibilidade de nutrientes (ten Cate, 2006).
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As superficies lisas dos dentes, mais expostas ao ambiente oral, sdo colonizadas
por um limitado nimero de bactérias, que apresentam caracteristicas especificas de
resisténcia e viabilidade em ambiente tdo hostil. A capacidade de acumulagdo de placa
bacteriana estd intimamente relacionada com as caracteristicas anatdmicas dos dentes.
As fissuras, fossetas dentdrias, sulco gengival e ainda, proteses e aparelhos dentarios
ndo s6 proporcionam protecdo e corre¢do, como ainda sdo favoraveis a acumulagdo de
residuos da dieta e promovem a disponibilidade de nutrientes para os organismos
bacterianos (Marsh, 2003; Spratt e Pratten, 2003). Na verdade, o tipo e a disponibilidade
de nutrientes s@o importantes fatores, quer para o desenvolvimento bacteriano, quer para
o tipo de microrganismos (Love, 2002). Assim, os microrganismos colonizadores
iniciais, anaerdbios facultativos, que obtém energia pela fermentagdo de hidratos de
carbono, com o tempo e diminui¢do da disponibilidade de oxigénio vao ser substituidos
por microrganismos microanaerdobios e anaerobios estritos, conhecidos por
colonizadores secundarios (Mims ef al., 1995). Neste contexto, a colonizagdo da
pelicula adquirida comeca por microrganismos livres, que sdo transportados da saliva
para a estrutura dentaria onde aderem. Estes sdo essencialmente cocos de Gram
positivo, que derivam dos microrganismos da fase planctonica e/ou da proliferacdo das
células bacterianas ja existentes na mucosa oral (Bernimoulin, 2003). Estes
colonizadores s3o predominantemente da espécie Streptococcus (60%-90%) e, em
menor escala ocorrem estirpes de Eikenella spp., Haemophilus spp., Prevotella spp.,
Capnocytophaga spp., Priopionibacterium spp., e Veillonella ssp. Segue-se a
proliferagdo celular com a utilizacdo de nutrientes provenientes do meio liquido
envolvente, saliva e residuos da dieta, conduzindo a formacdo de uma ampla rede de
colonias bacterianas. Outras bactérias aderem, como as espécies de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,  Prevotella  intermedia, = Porphyromonas  gingivalis,
Eubacterium spp. e Treponema spp. (ten Cate, 2006). Este ultimo conjunto bacteriano,
os colonizadores secundarios, ¢ constituido, maioritariamente, por bactérias
microaerofilicas e anaerobias estritas, porque o ambiente onde proliferam é rico em
didéxido de carbono e hidrogénio, estes gases sdo resultantes do metabolismo dos
colonizadores primdrios (Marsh, 2003). Bactérias, como Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis,
bacilos produtores de pigmento negro de Gram negativo, sdo capazes de degradar
proteinas séricas em péptidos e em aminodcidos disponiveis para a fermentagdo

(Sundqvist et al.,1985). A degradacdo proteica pelas espécies Prevotella e
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Porphyromonas faculta o crescimento de outras espécies bacterianas que dependem da
disponibilidade de péptidos, como por exemplo, as Eubactérias, Fusobactérias e
Peptostreptococos, as quais embora produzam peptidases, sdo incapazes de degradar

proteinas intactas (Jansen e van der Hoeven, 1997).

Na mucosa oral ndo ocorre acumulacio significativa de bactérias, devido a
elevada velocidade de descamagdo das células epiteliais que impede a facilidade de

adesdo microbiana na mucosa da cavidade bucal (Spratt e Pratten, 2003).

1.3. PLACA SUPRAGENGIVAL E PLACA SUBGENGIVAL

A placa bacteriana, tendo em conta a margem gengival, ¢ diferenciada em placa
supragengival, e placa subgengival (Spratt e Pratten, 2003). Esta caracterizagdo da placa
bacteriana, ndo s6 tem em conta a sua localizag¢@o na estrutura dentaria, como o tipo de

colonizag¢do microbiana por populagdes bacterianas distintas (Figura 3).
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Figura 3. Localizagdo da placa subgengival e supragengival (fonte:
http://www.zahn.de/red/behandlungsablauf-professionelle-zahnreinigung-597.asp, [Em
linha] Consultado em 21/07/2016).

Est4d determinado que a placa supragengival ¢ formada por uma fina camada
microbiana, composta de espécies bacterianas morfologicamente distintas com
predominio de cocos de Gram positivo, essencialmente por bactérias anaerdbias

facultativas e microaerofilicas do género Streptococcus (S.mutans, S. sanguinis, S. mitis,
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S. salivarius) e Lactobacillus (L. acidophilus, L. fermentum, L. brevis) firmemente
aderidos sobre o esmalte e superficie radicular (Listgarten, 1976; Slots, 1977;
Listgarten, 1994).

A placa subgengival ¢ frequentemente caracterizada por uma populacio
bacteriana de Gram negativo e de espécies moveis, localizada adjacentemente ao
revestimento epitelial das bolsas periodontais (Listgarten, 1994). Esta placa é formada
principalmente por bactérias de Gram negativo, anaerdbias estritas e microaerofilicas,
como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythia, Campylobacter spp., Capnocytophaga spp., Eikenella
corrodens, Fusobacterium nucleatum, e espiroquetas orais e t€ém sido envolvidas nas

periodontites (Sanz et al., 2004; Kuramitsu ef al., 2007; Atieh, 2008).

A placa bacteriana subgengival ¢ muito mais complexa do que a placa
supragengival, por estar fortemente agregada ao dente e ao tecido conjuntivo de suporte
dentario (Socransky e Haffajee, 2002; Haffajee et al., 2007). Estudos indicam que varias
centenas de espécies bacterianas estdo localizadas ao nivel da placa subgengival
(Becker et al., 1990; Piovano, 1999; Paster et al., 2001; Byrne, et al, 2009). A
proliferacdo de populagdes microbianas mistas depende das cadeias alimentares e do
metabolismo das espécies que fornecem nutrientes essenciais para o seu crescimento e
desenvolvimento de outras espécies (Marsh, 1989; Ohta ef al., 1991; Jansen e van der

Hoeven, 1997).

O sulco gengival clinicamente saudédvel, possui pouca profundidade e ¢
preenchido por um pequeno numero de microrganismos, predominantemente bastonetes
Gram positivo, anaerdbios facultativos, como Actinomycetes (Listgarten, 1976; Slots,
1977). A maioria das espécies bacterianas da placa subgengival € inicialmente aerdbia,
microaerofilica, sacarolitica e metabolicamente produz grandes quantidades de
compostos organicos finais que compdem a matriz da placa bacteriana, sendo
parcialmente permedavel ao oxigénio. O aumento de espessura da placa bacteriana
promove, nos depdsitos mais profundos, condigdes de anaerobiose em que o
crescimento e multiplicacdo microbiana variam de acordo com os niveis de oxigénio.
Esta reducdo gradual da tens@o de oxigénio permite o desenvolvimento de espécies

microaerofilicas e anaerdbias estritas Gram negativo (Listgarten, 1994).
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As fontes de nutrientes para as bactérias constituintes da placa supragengival sido
os produtos da dieta dissolvidos na saliva, enquanto para as bactérias da placa
subgengival os seus nutrientes advém dos tecidos subjacentes (conjuntivo € sanguineo).
A colonizacdo primdria inicia-se por bactérias de Gram positivo facultativas, seguidas
de bactérias de Gram negativo e com o envelhecimento da placa bacteriana, ocorrem
mudangas ecologicas surgindo uma colonizagdo secundaria por bactérias de Gram
negativo anaerobias estritas. Esta conversdo da placa bacteriana “aerdbia” para uma
placa “anaerébia” é acompanhada por um processo inflamatério da mucosa oral,
designada de gengivite. A progressdo da inflamacdo, com eventual perda de integridade
dos tecidos subjacentes, conduz a depressdo do sulco gengival, com aumento da area
subgengival e a reabsor¢do dssea, proporcionando a instalagio de um quadro de
periodontite (Lindhe ef al., 1975; Marsh, 1994; Marsh e Bradshaw, 1997; Bascones e
Figuero, 2005).

O microambiente subgengival da bolsa periodontal € constituido por grande
diversidade microbiana, com mais de 700 espécies isoladas de diversos
microrganismos, entretanto, poucas espécies estdo associadas com a DP (Paster ef al.,
2001; Byrne et al.,2009).

Dahlén e colaboradores (1992) mostraram que bolsas periodontais profundas néo
sdo pré-requisitos da microbiota para a instalacdo de Porphyromonas gingivalis, uma
vez que repararam numa elevada ocorréncia desta espécie bacteriana, em individuos
sem DP (Dahlén ef al., 1992).

No entanto, estudos posteriores demonstraram a ocorréncia e acentuada
proliferagdo de Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus e espécies de
Prevotella, Fusobacterium, Campylobacter em amostras colhidas das placas supra e
subgengival, de doentes com periodontite (Ximenés-Fyvie et al, 2000; Sanz et al., 2004;

Atieh, 2008).

2. DOENCA PERIODONTAL

Entende-se por DP todo um conjunto de condi¢des inflamatorias de carater
crénico, com origem etiologica bacteriana que ndo s6 afeta o periodonto, como os

tecidos de suporte das estruturas dentarias (Lindhe ez al., 2003).
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A DP é o termo geral usado na referéncia de patologias que afetam o periodonto
(inser¢do gengival, as gengivas, ligamento periodontal, cemento radicular e osso
alveolar de sustentacdo do dente). O diagnostico do tipo de DP resulta da conjugacdo de
varios aspetos, como clinicos, microbianos, do hospedeiro e do ambiente (Pihlstrom e
Tabak, 2005). A contribui¢do de cada um destes fatores é determinante para a
caracterizacdo do tipo de DP, sendo as gengivites e as periodontites, patologias que

surgem com maior predominio na rotina da clinica dentaria (Figura 4).

Gengiva saudavel Gengivite Periodontite

Figura 4. Progresso desde gengiva saudavel, gengivite, periodontite até periodontite
avancada (fonte: http://www.ligadonodentista.com.br/gengivite-e-periodontite-doencas-

que-amolecem-os-dentes/, [Em linha] Consultado em 21/07/2016).

A periodontite pode ser definida como uma doenga inflamatoria dos tecidos de
suporte dos dentes, causada por grupos de microrganismos especificos, que resulta
numa migragdo apical progressiva do ligamento periodontal e osso de suporte (Lindhe

et al.,2003) (Figura 5).
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Figura 5. Evolucdo da doenga periodontal, com formacgdo da bolsa periodontal e
progressiva destrui¢do do 0SS0 alveolar (fonte: adaptado de

http://www.peroidontalhealthcenter.com/Seriodontic-Scaling-Root-Planning)

A periodontite manifesta-se por uma inflamagdo extensa nas estruturas mais
profundas do periodonto, cuja caracteristica mais comum consiste na formagdo da bolsa
periodontal. Esta bolsa resulta de uma invaginac¢do do epitélio gengival ao longo da raiz
do dente que, gradualmente ird conduzir a destrui¢do do ligamento periodontal e do osso
alveolar. A perda de suporte 6sseo e a continua migracdo apical do epitélio oferece
menor resisténcia aos agentes invasores, 0 que perpetua o processo inflamatdrio com
destrui¢do de constituintes do periodonto, conduzindo a mobilidade dentaria com

consequente perda de dentes (Pihlstrom e Tabak., 2005) (Figura 6).
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Figura 6. Comparacdo do dente que exibe uma gengiva saudéavel relativamente com o
dente que mostra uma redugdo gengival e consequente formagao da bolsa periodontal e
progressiva destrui¢do do osso alveolar
(fonte:http://fortissima.com.br./2015/07/31/higiene-oral-e-melhor-forma-de-prevenir-
doenca-periodontal-14703877 [Em linha] Consultado em 05/06/2017).

A identificacdo da microbiota responsavel pela manifestagdo das patologias
periodontais é de extrema importancia, pois deveria preceder a adog¢do de medidas
eficazes na sua prevengdo e tratamento, contudo estas medidas sdo na sua maioria de

base empirica.
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De acordo com Socransky e colaboradores (1998), as bactérias que usualmente
estdo associadas a DP sdo especialmente Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens,
Treponema denticola, Selenomonas sputigea, Eubacterium spp. e algumas espécies de

espiroquetas orais (Socransky et al., 1998; Bascones e Figuero, 2005).

Os microrganismos podem provocar lesdes diretas ou indiretas nos tecidos do
hospedeiro. As lesdes diretas resultam da agdo dos fatores de viruléncia sobre os
tecidos, enquanto as lesdes indiretas resultam da interagdo desses fatores com as células
de defesa do hospedeiro, conduzindo a libertacdo de mediadores quimicos que véo

provocar as lesdes, tal como o desgaste dsseo (Siqueira e Rogas, 2007).

2.1. ETIOLOGIA DA DOENCA PERIODONTAL

Segundo Gemell e colaboradores (2007), a DP resulta da interacdo de
mecanismos de defesa do hospedeiro com os microrganismos constituintes do biofilme
da placa dentaria (Gemell et al, 2007).

A etiologia polimicrobiana da DP envolve um enorme nimero de espécies
bacterianas, fundamentalmente de bactérias anaerdbias estritas e microaerofilicas. A
natureza destes agentes patogénicos varia entre as diversas formas clinicas da DP
(Tabela I), assim como entre pacientes e até entre diferentes sitios num mesmo doente

(Lifiares e Martin-Herrero, 2003).

Certos grupos de bactérias de Gram negativo t€ém sido encontrados de forma
consistente em lesdes periodontais. Entre as bactérias mais implicadas na patogénese
periodontal salientam-se: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia e
Treponema denticola (Loesche e Grossman, 2001; Kumar et al., 2003; Kumar et al.,
2005; Kuramitsu et al., 2007). Outras espécies bacterianas, como Prevotella nigrescens,
Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens exercem um
papel de menor relevancia, mas ocasionalmente estdo associadas com algumas formas

de periodontites (Kuramitsu et al., 2007).
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As formas progressivas de periodontites tém sido associadas estirpes de
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, com destaque
para a Porphyromonas gingivalis na patogénese de formas de periodontite rapidamente

progressivas (Cutler et al., 1995; Lamont e Jenkison, 2000).

Nas periodontites juvenis, as estirpes bacterianas predominantes sdo

Aggregatibacter actinomycetemcomitans ¢ Prevotella intermedia (Darby e Curtis,

2001).

Tabela 1 - Tipos de periodontite e espécies bacterianas predominantes (adaptada de

Lifiares e Martin-Herrero, 2003).

TIPOS DE PERIODONTITES ESPECIES PREDOMINANTES

Periodontite juvenil localizada Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Prevotella intermedia

Periodontite rapidamente progressiva Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Porphyromonas gingivalis

Periodontite do adulto Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia,
Peptostreptococcus micros,
Campylobacter rectus,
Tannerella forsythia,

Treponema denticola

Periodontite associada ao HIV Porphyromonas gingivalis

Bactérias de Gram positivo e anaerdbios facultativos, também tém sido

implicados em lesdes periodontais destrutivas (Darby e Curtis, 2001). Espécies de
Parvimonas, Peptcococcus e Anaerococcus sdo comumente isoladas de pacientes com
periodontite ou outras infe¢des orais (Sousa et al., 2013).
As bactérias de Gram positivo anaerobias constituem um grupo heterogéneo de
microrganismos (Murdock, 1998), frequentemente isolados de abcessos e infe¢des orais
periapicais, tais como Anaerococcus prevotii € Parvimonas micra (Sousa et al., 2013).

Certos grupos de bactérias de Gram negativo, anaerobias estritas tém sido

encontrados de forma consistente em lesdes periodontais, em particular os bacilos
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produtores de pigmento negro, como Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia
(Slots, 1977).

As bactérias do género Prevotella fazem parte da flora normal do fluido gengival, mas
também encontram-se implicadas em doengas periodontais e noutras infeg¢des orais dos
tecidos moles (Yousefi-Mashouf, 1992; Yousefi-Mashouf ez al., 1993).

A bactéria da espécie Prevotella disiens, ndo pigmentada, tem sido frequentemente
isolada, por métodos convencionais, em pacientes com periodontite cronica (Salari e

Kadkhoda, 2004).

2.1.1. BACILOS PRODUTORES DE PIGMENTO NEGRO

Os bacilos produtores de pigmento negro sdo de Gram negativo, anaerdbios
estritos, imoveis e ndo esporulados. Estes microrganismos sdo de extrema importancia

nas infe¢des orais com elevado relevo na patogénese da DP (Paster, 2001).

Foi isolado em 1921, pela primeira vez, de diversos locais e produtos do
organismo humano, um bacilo de Gram negativo, anaerdbio estrito e formador de
coldnias pigmentadas de negro, em meios de cultura de agar-sangue. Oliver ¢ Werry (cit
in Burdon, 1928) compreenderam que o pigmento negro fosse resultado da produgéo de
melanina e a espécie bacteriana foi entdo classificada em Bacterium melaninogenicum.
Esta espécie bacteriana reclassificada de Bacteroides melaninogenicus toi, nos anos
setenta, subdividida em trés subespécies (B. melaninogenicus subespécie
melaninogenicus, B. melaninogenicus subespécie intermedius e B. melaninogenicus
subespécie asaccharolyticus), com base principalmente, na capacidade de fermentacdo
dos agucares entre outras caracteristicas bioquimicas (Shah e Williams, 1987; Shah e

Collins, 1988).

Ao longo da década de oitenta, com a evolugéo da tecnologia laboratorial, foram
demonstrados comportamentos heterogéneos nas subespécies do género Bacteroides
orais, vindo este a perder a maioria das espécies pigmentadas sacaroliticas para o género
Prevotella e, das espécies pigmentadas assacaroliticas para o género Porphyromonas.
Para além da caracterizagdo fenotipica, andlises ao nivel da genética, quimiotaxonomia
e sorologia permitiram a diferencia¢do de varias espécies bacterianas pigmentadas no

género Prevotella (P. melaninogenica, P. loescheii, P. intermedia e P. denticola) e no
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género Porphyromonas (P. asaccharolytica, P. endodontalis e P. gingivalis) (van

Winkelhoff ef al., 1985; Shah e Collins, 1988, Shah e Collins, 1990).

O diagnostico presuntivo dos bacilos dos géneros Porphyromonas e Prevotella
relativamente a outros grupos bacterianos de Gram negativo e anaerdbios estritos ¢é
realizado de acordo com os pardmetros seguintes: suscetibilidade a Rifampicina (15
mcg) e Kanamicina (1000 mcg), hidrolise de esculina 20% e produg¢éo de indol, em que

ambos os géneros respondem de igual forma.

As espécies bacterianas Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia,
ambas produtoras de pigmento negro, sdo cocobacilos ou bacilos curtos de Gram
negativo, anaerobios estritos, imdveis, capsulados e ndo esporulados. A diferenciagdo
das espécies € realizada basicamente através da capacidade de fermentacdo dos agucares
e atividade enzimatica.

Os bacilos Porphyromonas gingivalis ¢ Prevotella intermedia sdo reconhecidos como
flora normal. Porphyromonas gingivalis da microflora de diversos érgdos do organismo
humano, com elevada relevancia ao nivel da cavidade oral, sendo associados a

patogénese das infecdes orais e, em particular, as periodontais (Slots, 1977).

2.1.1.1. Porphyromonas gingivalis

A cavidade oral € o reservatorio natural de Porphyromonas gingivalis, em
particular a regido subgengival. No entanto, esta bactéria pode também ser recolhida da
placa supragengival, dos sulcos gengivais e das superficies mucosas orais, em geral.
Porhyromonas gingivalis é o agente etiologico de varias patologias, como as gengivites,

periodontites, abcessos periapicais e periodontais.

A Porphyromonas gingivalis é uma bactéria pertencente a familia
Bacteroidaceae. Esta bactéria é colonizadora de grande parte das superficies orais, capaz
de invadir as células das mucosas, de libertar toxinas e, estd frequentemente associada a

diversas formas de periodontites (Mariotti, 1999; Lamont e Jenkison, 2000).

Esta estirpe de morfologia coco-bacilar é de Gram negativo, anaerdbia estrita,

imével, capsulada (Figura 7), fastidiosa, assacarolitica, dotada de fimbrias adesivas e
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produtora de enzimas proteoliticas (proteases) capazes de degradar ou inactivar as
imunoglobulinas sintetizadas pelo organismo hospedeiro (Amano ef al., 1997; Holt et

al., 1999).

Figura 7. Morfologia de P. gingivalis — fotografia de microscopia electrénica. (C)

capsula (adaptado de Holt er al., 1999).

Quando cultivada na superficie do agar de sangue, exibe coldnias de pequeno (1-
2 mm) didmetro, lisas e, inicialmente, de cor creme. Com o tempo (4-8 dias) estas
colonias escurecerem do bordo para o centro desde um vermelho escuro até cor negra.
A cor escura tipica destas colonias € resultado da produ¢@o de um protoheme, pigmento
de cor negra, devido a utilizagdo metabolica de determinados componentes do meio de
cultura.

P. gingivalis possui diversas caracteristicas quimico-biologicas que a tornam um
importante membro da microbiota subgengival na doenca periodontal e ndo so6 possui,
como também, produz numerosos fatores de viruléncia de grande toxicidade para o
hospedeiro.

A patogenicidade P. gingivalis deriva, numa primeira fase, da sua capacidade de
adesdo as estruturas celulares do hospedeiro. Esta caracteristica ¢ um factor de
viruléncia essencial para a colonizacdo da bactéria, sendo efetiva pela existéncia de
elementos estruturais, como as fimbrias, lipopolissacarideos (LPS), capsula, vesiculas
superficiais (Figura 8), e bioquimicos como metabolitos e enzimas (Goulbourne e Ellen,

1991).
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Figura 8. Vesiculas de P.gingivalis (adaptado de Olsen e Amano, 2015).
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Figura 9. Fimbrias de P. gingivalis (A) (adaptado de Hamada et al., 1996);, Co-
agregacdo bacteriana entre P.gingivalis (PG) e Fusobacterium nucleatum (Fn) (B)

(adaptado de Holt et al., 1999).

As fimbrias (Figura 9.A) sdo estruturas proteicas longas e delgadas que surgem a
partir da membrana externa do microrganismo. Estes componentes bacterianos nio so
participam nas intera¢des entre a bactéria e o hospedeiro, como entre eles e outros
microrganismos (Figura 9 B) (Hamada et al, 1996). A aderéncia bacteriana as
superficies mucosas e as estruturas dentarias, assim como a co-agregacdo microbiana
(Figura 9 B) e capacidade de hemoaglutinacdo, sdo determinantes criticos para a
colonizagdo efetiva e progressdo da infe¢do (Holt ez al., 1999).

Outros constituintes da superficie bacteriana associados a aderéncia incluem os

LPS e a capsula (Saglie et al., 1986). Quanto aos LPS produzidos pela P. gingivalis,
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este difere quimicamente de outros LPS bacterianos e revela uma importante baixa
endotoxicidade, o que explica a elevada capacidade desta bactéria em escapar aos
processos de defesa do hospedeiro. Na verdade, P. gingivalis desenvolveu mecanismos
sofisticados na forma de contornar as defesas do hospedeiro, por exemplo, em resposta
a reacdo inflamatdria do hospedeiro, a P. gingivalis exibe uma cépsula extracelular que
impossibilita a fagocitose pelas células leucocitarias do hospedeiro (Okuda et al., 1986;
Sundqvist ef al., 1991).

A resposta imunoldgica inata do hospedeiro limita a propagagdo da infiltracdo
das bactérias invasoras para tecidos mais profundos, de forma a manter a integridade da
barreira epitelial (Hung ef al., 2013). As células epiteliais das mucosas do hospedeiro
criam ndo so6 barreiras fisicas, como quimicas, pois segregam citocinas inflamatorias e
quimiocinas em resposta a infe¢do apds o reconhecimento de produtos microbianos por
proteinas receptoras (Hornef e Bogdan, 2005). No entanto, P. gingivalis possui
capacidade para se infiltrar no epitélio da mucosa oral e destruir integralmente esta
barreira tornando viavel a sua proliferacdo em tecidos mais profundos, nas bolsas
periodontais (Saglie et al, 1986; Goulbourne e Ellen, 1991). Mais tarde, esta
capacidade de invasdo celular foi apresentada em culturas primérias de células epiteliais
da gengiva (Lamont ef al., 1992) e em células do epitélio estratificado de bolsa
periodontal humana (Sandros ef al., 1994). De entre as caracteristicas de viruléncia
desta estirpe, potencialmente significativas na invasdo dos tecidos do hospedeiro,
destacam-se as enzimas proteoliticas, hidroliticas e lipoliticas produzidas pela P.
gingivalis (Kuramitsu ef al., 1995; Travis et al, 1997). Muitas destas enzimas estdo
expostas a superficie da membrana bacteriana e contactam diretamente com as células
hospedeiras. Por exemplo, as enzimas peptidases (glicilpropildipeptidil-aminopeptidase,
glicilpropilpeptidase) contribuem de forma significativa na progressdo da doenca
periodontal, que por destrui¢do das células eucarioticas permitem a invasdo conjunta de
outras espécies bacterianas para tecidos mais profundos do organismo hospedeiro
(Sundqvist, 1993; Kuramitsu et al., 1995; Travis ef al, 1997). Ainda no grupo das
enzimas proteoliticas, salientam-se a colagenase e a hialuronidase que facilitam a
invasdo bacteriana, hidrolisando as fibras de colagénio e o 4cido hialurénico dos tecidos

conjuntivos da mucosa oral (Bourgeau et al., 1992).

Outros fatores de viruléncia da P. gingivalis sd@o os produtos do seu

metabolismo, designadamente o indol, amoniaco e &cido sulfidrico. Facilitando a
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colonizacdo dos tecidos mais profundos do hospedeiro, esta estirpe bacteriana produz,
ainda substancias inibitérias da quimiotaxia dos leucocitos polimorfonucleares e da
proliferag@o dos fibroblastos.

A pigmentagdo escura caracteristica das colonias de P. gingivalis (Figura 10)
resulta da sua capacidade em armazenar hemina na superficie celular (Shah et al.,
1979). Este mecanismo de armazenamento de hemina proporciona uma vantagem
nutricional para a sobrevivéncia deste patogénio num ambiente limitado de ferro, como
¢ o caso das bolsas periodontais. As condi¢des ambientais duma bolsa periodontal no
decurso de uma infecdo ndo s@o perfeitamente conhecidas, no entanto, um elevado
nimero de hemacias sdo normalmente encontradas em lesdes periodontais (Mukherjee,

1985).

Figura 10. Cultura de Porphyromonas gingivalis (A), onde é evidenciado o pigmento

negro (B) (adaptado de Shabbir ef al., 2016).

P. gingivalis adquire a hemina através da acdo da hemolisina que, pela lise das

hemacias, ndo so liberta a hemina como disponibiliza o ido ferroso (Chu et al., 1991).

De forma esquemadtica os fatores de viruléncia da P. gingivalis estdo indicados na

Tabela I1.
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Tabela II - Fatores de viruléncia de Porhyromonas gingivalis (adaptado de Zambon e

Nisengard, 2007).

S Fimbrias
Componentes de colonizagio:

Capsula

C N - Superoxido dismutase
omponentes enzimaticos:

- Fosfatase acida

- Fosfatase alcalina

- Colagenases (tipo I e tipo V)
- Elastase

- Gelatinase

- Tipo “tripsina”

- IgA- e IgG-proteases

Metabolitos toxicos: - Endotoxina
- Toxina epitelial

- Inibidores fibroblasticos
- Indol

- Reabsorcao 6ssea pelo LPS

2.1.1.2. Prevotella intermedia

Pertencente a familia Bacteroidaceae, a Prevotella intermedia é uma espécie
bacteriana que pertence ao género Prevotella e ao grupo de Prevotella pigmentada,
anteriormente caracterizada de Bacteroides melaninogenicus intermedius. Os membros
desta espécie sdo cocobacilos de Gram negativo, anaerobios estritos, ndo esporulados e
iméveis. Nutricionalmente exigentes requerem hemina e vitamina K para o seu
crescimento e fermentam os agucares (glicose e sacarose) para obtengdo de carbono e
energia. Dentro das suas caracteristicas bioquimicas, Prevotella intermedia ¢ produtora

de indol e responde negativamente ao teste da catalase (Frandsen, et al, 1995).

Nas culturas de agar de sangue enriquecido, as coldnias de Prevotella intermedia
sdo convexas, lisas, secas e exibem oa-hemolise. Estas colonias exibem cor escura,

devido a producdo de pigmento negro, semelhante a Porphyromonas gingivalis (Figura
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9). Contrariamente as colonias da P. gingivalis, estas exibem cor avermelhada sob

incidéncia da luz ultravioleta - UV - (365 nm).

Prevotella intermedia coloniza os sulcos gengivais e associa-se a diferentes
infegdes periodontais agressivas. Esta estirpe bacteriana prolifera nas bolsas
periodontais onde coexiste com outros microrganismos, constituindo uma microbiota

oral.

De modo andlogo a P. gingivalis, esta espécie bacteriana elabora um
diversificado nimero de fatores de viruléncia que vao desde as fimbrias e adesinas que
permitem a sua aderéncia as células hospedeiras e uma cépsula polissacaridea que lhe
proporciona resisténcia a atividade fagocitica das células de defesa do hospedeiro.
Detém ainda atividade fibrinolitica, inibitdria da producdo de linfécitos B e da sintese
de anticorpos e capacidade de degradacdo das imunoglobulinas através das IgA- e IgG-

proteases (Paster et al., 2001).

De forma esquematica os fatores de viruléncia da Prevotella intermedia estao

indicados na seguinte Tabela III.

Tabela III - Fatores de viruléncia da Prevotella intermedia (adaptado de Zambon e

Nisengard, 2007).

Componentes de colonizagio: - Fimbrias
- Cépsula
Componentes enzimaticos: - Superdxido dismutase +
- Fosfatase acida +
- Fosfatase alcalina +
- Gelatinase +/-
- Tipo “tripsina” +
- [gA- e IgG-proteases +
Metabolitos toxicos: - Endotoxina -
- Toxina epitelial +
- Inibidores fibroblasticos +
- Indol +
- Reabsor¢do 6ssea pelo LPS +
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2.2. TRATAMENTO DA DOENCA PERIODONTAL

A prevencdo e controlo das doencas periodontais, em particular das
periodontites, dependem fundamentalmente da eliminacdo e controlo do biofilme
microbiano (placa bacteriana), através de habitos de higiene oral e de tratamento

mecanico local.

O tratamento da DP na fase inicial consiste fundamentalmente, numa agéo
mecanica de raspagem (elimina¢do de célculo) e alisamento radicular (remog¢do de
depositos supra e subgengivais da placa bacteriana) e, como adjuvante o uso de
antiséptico. Nos estdgios mais avangados da doenca hd, por vezes, necessidade de
drenagem cirurgica, que inclui desbridamento do tecido necrético que, com a drenagem
do pus, alivia a obstrugcdo e consequente aumento de oxigenagdo dos tecidos mais
profundos. Todavia, em determinados tipos de periodontites, em particular na
periodontite agressiva, torna-se necessario associar uma terapéutica antimicrobiana

(Loesche e Grossman, 2001).

Os métodos quimicos de controlo da placa bacteriana sdo normalmente
utilizados como complementares dos métodos mecanicos.
O controlo da placa bacteriana é conseguido clinicamente através da combinacgdo de
certos compostos antimicrobianos quimicos com medidas terapéuticas convencionais,

quer por via topica (antisépticos), quer por via sistémica (antibioticos).

2.2.1. USO DE ANTISETICOS NA DP

Dentro dos diversos compostos quimicos que atuam como antisépticos no
controlo quantitativo e qualitativo da placa bacteriana, salientam-se a clorhexidina,
compostos fendlicos, compostos de amonio quaterndrio, agentes oxigenados, entre
outros (Eley, 1999; Cecchin et al., 2011).

A clorhexidina € o antisético de elei¢do, de uso tdpico com amplo espetro de

acdo sobre bactérias de Gram positivo ou de Gram negativo, fungos e leveduras. Esta
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atividade relaciona-se com a adsor¢do da clorhexidina a superficie da parede celular das
bactérias provocando alteragdes das barreiras de permeabilidade das suas membranas
citoplasmaticas e capacidade de penetracdo nas células bacterianas. Manifesta,
dependendo da concentragdo usada, uma atividade bacteriostatica (em concentragdes de
0,02% - 0,06%) ou bactericida quando utilizada em concentragdes compreendidas entre
0,12% e 0,20% (Carrilho et al., 2010; Sabatini e Pashley, 2014). A pelicula adquirida,
ao possuir na sua composi¢do uma grande quantidade de glicoproteinas salivares
adsorvidas, liga-se a clorhexidina e deste modo inviabiliza uma posterior aderéncia das
bactérias. A clorhexidina est4 indicada como complemento terapéutico no controlo de
inflamac¢des da mucosa gengival, mas ndo em patologias periodontais, devido a sua
incapacidade de penetragdo da mucosa oral (Herrera et al., 2001; Bascones e Morante,

2006).

2.2.2. USO DE ANTIBIOTICOS NA DP

O emprego de farmacos antimicrobianos como coadjuvantes no tratamento das
doengas periodontais pode ser um beneficio adicional, desde que haja indicacdes
precisas e uma correta selecdo do farmaco (Haffajee et al., 2007; Herrera et al., 2012).
A terapéutica empirica vulgarmente usada no tratamento das infe¢des periodontais,
devera ser instituida com um antibidtico ou associagdo de antibidticos, cujo espetro de
atividade inclua apenas o(s) microrganismo(s) suspeito(s) de ser responsavel pela
infecdo da cavidade oral, em particular, a infecdo periodontal. O perfil do doente, a
gravidade da infeg¢do e a existéncia de co-morbilidade sdo pardmetros significativos a
considerar, assim como o local da infe¢do e o padriio de suscetibilidade aos antibioticos
do ou dos agentes etioldgicos mais presumivelmente implicados pela infe¢cdo em causa.
Nao ¢ demais repetir que a eficacia do tratamento antimicrobiano ¢ dependente do rigor

do diagndstico e de uma antibioticoterapia adequada.

A principal acdo dos agentes antimicrobianos consiste em limitar a propagagao
de uma infe¢do local e/ou sistémica. Tendo em conta que, como indicado na literatura, a
duragdo da antibioterapia € dependente do tipo de infe¢do, do local organico, da sua

extensdo e sem duvida, do antibidtico escolhido.

A sensibilidade aos antimicrobianos dos periodontopatogénios é cada vez menor

e tem sido demonstrada em diversos estudos, uma clara tendéncia para a resisténcia
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farmacoldgica em certas espécies dos géneros de Prevotella e de Porphyromonas

(Aldridge et al., 2001; Chan e Chan, 2003; Genco et al., 2003).

A componente polimicrobiana das infe¢cdes odontoldgicas em geral e das
periodontais em especial, faz com que em muitos casos seja necessario recorrer a uma
combinagdo de antibidticos para se obter um maior espetro de a¢do e mais adequado ao
tipo de infecdo (Linares e Martin-Herrero, 2003). Dentro da grande variedade de
agentes antimicrobianos utilizados no tratamento de periodontites ou de infegdes mistas
da cavidade oral, destacam-se: a amoxicilina, amoxicilina+acido clavulanico,
cefalosporinas, doxiciclina, metronidazol, clindamicina e os macrélidos (Maestre, 2002;
Bascones et al., 2004; Brook, 2007).

Historicamente, as penicilinas foram os primeiros "verdadeiros antibioticos" a
serem introduzidos na pratica clinica e prosseguem, ainda hoje, esse importante
desempenho na teraplutica das infe¢des bacterianas. O grupo dos antibidticos [3-
lactdmicos (como as penicilinas, ampicilinas e amoxicilinas) tem atividade bactericida e
atua na inibi¢do da sintese da parede bacteriana e consequentemente, na ativagdo do
sistema autolitico enddégeno das bactérias, orientando a lise da membrana das células
bacterianas. Todavia, nas ultimas duas décadas, estes agentes antimicrobianos tém sido
afastados, devido ao aumento de resisténcias associadas ao aumento do numero de
bactérias capazes de produzirem enzimas anti-f-lactamicos, isto €, enzimas capazes de
inativarem os antibidticos B-lactdmicos (Legg e Wilson, 1990; Sousa, 2005). A
associacdo de uma penicilina com um agente inibidor de P-lactamases, por exemplo,
amoxicilina + 4cido clavulanico, restabelece o lugar de primeira escolha e a atividade

contra bactérias produtoras de B-lactamases (Maestre, 2002).

No tratamento das infe¢des mistas causadas por bactérias anaerobias estritas sdo
usados farmacos do grupo dos nitroimidazéis (metronidazol), macrélidos, lincosamidas

e tetraciclinas (Sousa, 2005; Van Winkelhoff ez al., 2005; Pumbwe et al., 2007).

O metronidazol ¢ antibidtico inibidor da sintese dos acidos nucleicos. Este
antibiotico € reduzido no interior da bactéria, tendo como consequéncia a formacéo de
compostos que interferem com o ADN bacteriano e impedem a sua sintese. Como
consequéncia, ¢ considerado bactericida (Sousa, 2005). Tem sido demonstrado elevada

eficacia do metronidazol frente aos anaerobios de Gram negativo e espiroquetas (Gaetti-

27



Identificacdo de Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia isoladas de pacientes com
doenca periodontal e analise das resisténcias antimicrobianas

Jardim et al., 2007; Wybo et al., 2007). Para um espetro mais alargado, existe vantagem
na utilizagdo da associacdo sinérgica do metronidazol com macrolidos ou com [-

lactamicos (Sousa, 2005; Pumbwe ef al., 2007).

Os macrolidos e as lincosamidas s3o antibidticos inibidores da sintese proteica.
A sua agfo consiste na ligacdo a subunidade 50S dos ribossomas bacterianos,
impedindo a translocacdo. S@o ambos antibidticos bacteriostaticos (Sousa, 2005).
Dentro do grupo das lincosaminas, destaca-se a clindamicina, sendo referido como um
antibiotico com boa penetra¢do no fluido gengival (Walker et al,, 1981; Rush et al.,
2007) e, pelos dados baseados no teste suscetibilidade in vitro, é eficaz contra a maioria
dos patdgenios periodontais. Na literatura encontram-se estudos que apontam a
clindamicina como eficiente no tratamento de periodontites refratarias de adulto
(Walker e Gordon, 1990; Gordon et al., 1990; Rush ef al., 2007). A clindamicina atinge
a flora bacteriana de Gram negativo caracterizada pela presenca de Bacteroides de

pigmento negro como a Prevotella intermedia e a Porphyromonas gingivalis.

As lincosaminas, em particular, a clindamicina, permanecem como farmacos de
eleicdo no tratamento de infe¢des odontologicas pela sua alta eficacia para a maioria dos
microrganismos anaerdbios (Rush et al., 2007).

As tetraciclinas sdo outro grupo de antimicrobianos de segunda escolha, prescrito com
resultados satisfatdrios, tanto ao nivel topico como sistémico, pois oferecem um
alargado espetro de agdo sobre os microrganismos orais, tanto para bactérias de Gram
positivo como de Gram negativo (Lancaster ef al., 2003; Paiva ef al., 2003). No entanto,
0 seu uso na automedicacdo tem contribuido para o desenvolvimento de uma certa
resisténcia as tetraciclinas, codificada pelos genes fef. Porém, os microrganismos
anaerobios de Gram negativo sdo geralmente sensiveis as tetraciclinas (Lakhssassi et

al., 2005; Sousa., 2005).

2.3. RESISTENCIAS BACTERIANAS AOS ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

r

Atualmente, ainda uma vasta maioria de doengas infeciosas ¢ tratada
eficazmente com os antibioticos disponiveis no mercado. No entanto, a resisténcia aos
antimicrobianos dos microrganismos anaerdbios estritos e facultativos tem aumentado

significativamente, nas ultimas décadas.
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A resisténcia bacteriana pode ser considerada um fendmeno ecologico natural
que ocorre como resposta do microrganismo frente ao vasto uso de antibioticos e sua
presenga no meio ambiente (Levy, 2002). As bactérias proliferam rapidamente, sofrem
mutagdes e podem trocar material genético entre linhagens de mesma espécie ou de
espécies diferentes. Sdo microrganismos de elevada capacidade de adaptacdo a diversos
fatores desfavoraveis, como a exposi¢cdo a agentes antimicrobianos (Levy, 2002;

Prabhavathi, 2006).

As resisténcias bacterianas podem ser adquiridas. Este tipo de resisténcia ¢
demonstrado, por exemplo, pela sintese de enzimas que inativam o antibidticos ou pela
altera¢do da permeabilidade da parede celular bacteriana, ndo permitindo a penetracdo

do antimicrobiano (Sousa, 2005).

Sabe-se hoje que as bactérias constituintes de um biofilme sdo muito mais
resistentes a um antibidtico, do que os mesmos microrganismos no estado planctonico,
devido a protecdo da matriz extracelular, co-agregagdo bacteriana, aumento do numero
de muta¢des, desenvolvimento de mecanismos regulados por “quorum-sensing”, entre

outros (Hoiby et al., 2010).

O conhecimento da suscetibilidade dos isolados periodontais aos
antimicrobianos ¢ de enorme relevancia na pratica clinica, ndo sé na escolha do
antibiotico para o tratamento, mas também na profilaxia de eventuais infe¢des locais ou
sistémicas que possam advir apos procedimentos cirdrgicos ou outros na cavidade oral.

A capacidade de certos microrganismos produzirem enzimas [-lactamases &,
sem duvida, uma condi¢do determinante para a perda de eficicia dos antibidticos f-

lactadmicos.

2.3.1. AS B-LACTAMASES NA CAVIDADE ORAL

A produgdo de P-lactamases por bactérias de Gram negativo ¢ um dos
mecanismos mais comuns de resisténcia bacteriana aos antibidticos B-lactdmicos. As
enzimas f-lactamases inativam os agentes antimicrobianos B-lactamicos por hidrélise
do anel B-lactamico, por quebra da ligacdo amida da estrutura quimica dos referentes
farmacos (Williams, 1999; Poole, 2004). Estas enzimas podem ser produzidas nas

bolsas periodontais por patogénios especificos ou por microrganismos da flora
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subgengival (Kinder ef al., 1986; Blandino et al., 2007; Maestre et al., 2007; Ardila et
al., 2010). Estes estudos demonstraram que as f-lactamases podem ser produzidas por
uma pequena percentagem da flora subgengival nativa e, uma vez libertadas para o
fluido gengival, vao destruir agentes antimicrobianos, tais como penicilina, ampicilina e
amoxicilina. De modo que, as B-lactamases produzidas por estes microrganismos irdo
proteger outros microrganismos da flora subgengival que sdo susceptiveis, in vitro, e
que teriam sido eliminados na presenga de compostos B-lactamicos. Por outro lado, a

incidéncia de B-lactamases é elevada nas bolsas periodontais profundas (Walker, 2000).

As enzimas B-lactamases tém sido identificadas em microrganismos anaerdbios
estritos nas espécies do grupo Bacteroides fragilis, Prevotella spp., Porphyromonas
spp, Fusobacterium spp entre outras (Summanen ef al., 1993; Kononen et al., 1998;

Blandino e al., 2007; Ardila et al., 2010).

Varios estudos t€ém demostrado a presenga de espécies bacterianas produtoras de
enzimas de [B-lactamases em elevada percentagem de pacientes com periodontites
(Herrera et al., 2000; van Winkelhoff et al., 1997). As estirpes bacterianas produtoras de
B-lactamases da microflora subgengival que pertencem ao género Prevotella sdo na
maioria dos casos: P. intermedia, P. nigrescens ¢ P. melaninogenica (van Winkelhoff et

al., 1997; Kuriyama et al., 2001; Blandino et al., 2007; Ardila et al., 2010).

Determinantes de resisténcia as penicilinas e cefalosporinas t€ém sido observados
em microrganismos da cavidade oral, com especial relevo para Porphyromonas spp e
Prevotella spp pela producdo de B-lactamases (Kuriyama et al., 2001; Aldridge et al.,
2001; Genco et al., 2003). Dai que, a antibioterapia de rotina das infecdes
odontologicas, particularmente das periodontites, consista numa associagdo de
penicilinas com compostos inibidores das [-lactamases, de modo a possibilitar o
alargamento do espetro de atividade dos antimicrobianos utilizados.
Os principais inibidores das [-lactamases sdo o acido clavulanico, o sulbactam e o
tazobactam. Estas associacdes podem ser particularmente uteis no tratamento de
infe¢des polimicrobianas causadas por bactérias aerdbias, como por anaerdbias Gram

positivo ou Gram negativo (Brook, 2016).
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2.4. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

2.4.1. METODOS DE IDENTIFICACAO BACTERIANA

Atualmente, a identificacdo microbiana baseia-se fundamentalmente, em dois
tipos distintos de procedimentos laboratoriais: a metodologia classica cuja identificagéo
¢ realizada através de coloragdes de Gram, testes enzimaticos e provas bioquimicas
(API’'s) e metodologias de biologia molecular, como o método da Polymerase Chain

Reaction (PCR).

Os métodos convencionais (classicos) para a identificacdo de microrganismos
anaerobios sdo tecnicamente complexos, dispendiosos e geralmente morosos (Song,
2005). Baseiam-se em técnicas de crescimento e isolamento de agentes patogénicos em
meios de cultura (Genco et al., 1985; Lu et al., 1994; Mooney e Kinane, 1994; Hidalgo
et al., 1998).

Os métodos moleculares, em particular a PCR, sdo procedimentos de
identificacdo que se baseiam na dete¢do de sequéncias de ADN, nomeadamente de
espécies bacterianas de dificil ou nulo crescimento em meios de cultura, ou mesmo se
presentes em baixo numero na amostra colhida (Siqueira Jr. e Rogas, 2004).
Comparativamente aos métodos classicos, a PCR ¢ adjetivada de grande sensibilidade,

especificidade e rapidez (Pitt e Saunders, 2000; Song, 2005).

As técnicas de biologia molecular sdo indicadas como meios de diagndstico
laboratorial fundamentais na prevencéo e tratamento das mais variadas patologias orais,
como caries, periodontites e infe¢des endodonticas (Santos et al., 2004).

Através da técnica da PCR ¢ possivel conseguir a amplificagdo de um fragmento
de ADN proveniente de uma tnica célula. Este processo consiste em repetidos ciclos de
sintese de ADN, através da escolha adequada de dois oligonucleotideos sintéticos
(primers) com orienta¢des opostas e com sequéncias complementares as extremidades
da sequéncia alvo. A reacdo decorre mediante a agdo de uma ADN polimerase resistente
a variagdes de temperatura. Cada ciclo da reagdo de amplificagdo envolve trés etapas
distintas: (1) desnaturacdo (separagdo das hélices do ADN a ser amplificado), (2)
emparelhamento dos oligonucleoticos (ligagdo complementar entre os primers ¢ o ADN

a ser amplificado) e (3) extensdo (sintese do ADN pela ADN polimerase). A orientagdo
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dos primers taz com que a sintese de ADN ocorra na zona interna entre eles, assim o
produto da extensdo de um ciclo de PCR ¢ utilizado como substrato para o ciclo
seguinte, de modo que em cada ciclo resulta a duplicacdo da quantidade de ADN
existente. Desta forma, o numero de copias do fragmento alvo tem um aumento

exponencial (2") (Mullis e Falaoona, 1987).

Estudos recentes, utilizando sistemas moleculares de identificagdo bacteriana
tém revelado a presenca e identidade de microrganismos em casos de insucessos de
tratamento endodontico (Siqueira e Rocgas, 2004). Também, através da PCR a
Porphyromonas gingivalis foi identificada com elevada prevaléncia em infecdes de

origem endodontica (Pitt e Saunders, 2000).

Em 2005, Gomes e colaboradores realizaram um estudo com 50 dentes com
polpas necroticas ndo tratadas (infe¢do primaria) e 50 dentes com falha de tratamento
endodontico (infe¢do secundaria). Técnicas de cultura e PCR identificaram bactérias
produtoras de pigmento negro em 13% e 50% dos dentes em estudo, respetivamente. P.
gingivalis foi raramente isolada por métodos de cultura (1%), mas foi a espécie mais
frequentemente identificada por PCR (38%). Da mesma forma, P. endodontalis ndo foi
recuperada pelos métodos convencionais a partir de qualquer dente estudado, mas foi
detetada por PCR em 25% dos dentes em estudo. Os resultados mostram ainda maiores
taxas de identificagdo de P. intermedia (33%) e P. nigrescens (22%) através da analise

por PCR, comparativamente com o processo de cultura (13%) (Gomes et al., 2005).

Concluindo, a técnica da PCR, além de rapida, apresenta a vantagem de
necessitar de quantidade minima de amostra, mesmo de células ndo viaveis, para
identificacdo, o que, associada a sua elevada especificidade, representa um enorme

potencial no diagnostico das infe¢des endodonticas e nas infe¢cdes em geral.

2.4.2. METODOS DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O estudo da sensibilidade das estirpes bacterianas ¢ de relevante significado
dado ao aumento gradual de resisténcia frente aos antimicrobianos disponiveis. Esta

resisténcia ¢ mais comum no género Prevotella, do que no género Porphyromonas.
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Das diversas metodologias disponiveis, o método de difusdo do disco ndo ¢
considerado adequado pelo Comité Nacional para Laboratorios Clinicos dos EUA
(NCCLS) para estudo da sensibilidade das bactérias anaerdbias estritas. O NCCLS
recomenda o método de diluicdo em agar com a determinacdo da Concentragdo
Inibitéoria Minima (CIM), ou um método alternativo mais pratico, mas mais
dispendioso, que consiste na determinagdo da sensibilidade utilizando tiras impregnadas
com um gradiente de concentracdo de antimicrobianos, conhecido pelo método do E
test®. A sensibilidade antimicrobiana € interpretada nos dois métodos seguindo as

tabelas publicadas pelo NCCLS e existe uma boa correlagdo nos resultados obtidos em

ambas as metodologias referidas (NCCLS, 1997; Murray et al., 1999).

Os antimicrobianos com maior atividade in vitro e in vivo frente as bactérias
anaerobias estritas, sdo: penicilina, amoxicilinat+acido clavuldnico, clindamicina,

tetraciclina e metronidazol (NCCLS, 1997).
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OBJETIVOS

Face a restrita informagao acerca da identidade de estirpes bacterianas pigmentadas
anaerobias estritas em infe¢des periodontais em Portugal, e eventuais resisténcias

desenvolvidas, foram propostos os seguintes objetivos:

(a) Pesquisa das estirpes bacterianas produtoras de pigmento negro, em particular
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia, implicadas frequentemente, na

doenga periodontal (DP);

(b) Pesquisa da suscetibilidade antimicrobiana, principalmente aos antibidticos -
lactdmicos e ainda, ao metronidazol, clindamicina e tetraciclina prescritos usualmente

em Portugal no tratamento de infe¢des em odontologia;

(c) Detecdo de enzimas -lactamases pelas bactérias identificadas no estudo.

O conhecimento de eventuais resisténcias podera auxiliar na compreensdo de
fenomenos relacionados com a dificuldade na erradicacdo de determinadas infe¢des

periodontais e ainda, contribuir para uma maior sensibiliza¢do na sele¢do e no uso do

antibiotico, em particular, na terapia odontoldgica.
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II. MATERIAIS E METODOS
1. AMOSTRAGEM

O estudo laboratorial teve como suporte uma coleg¢@o de isolados subgengivais
provenientes de amostras de pacientes da Clinica Dentaria da Faculdade de Ciéncias da
Saude, Universidade Fernando Pessoa (UFP), Porto, no periodo compreendido entre
2008-2010. Foram analisadas 42 amostras clinicas de pacientes com periodontites, com
idades entre os 35-75 anos. Estes pacientes estavam isentos de qualquer tratamento
antimicrobiano.

As amostras clinicas foram colhidas por profissionais de medicina dentéria, de
zonas profundas das bolsas periodontais com auxilio de pontas de papel absorvente e
estéril, n° 30 (Dentsply Dental Co. Ltd., Tianjin, China). Por cada paciente, foram
colhidas amostras em 4-6 pontas e, imediatamente transferidas para frascos com 2 mL
de meio (fluido) de transporte reduzido estéril (RTF). De seguida, as amostras foram

processadas no Laboratdrio de Microbiologia Clinica, CEBIMED - UFP.
2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

No laboratorio, a preparagdo das amostras em RTF iniciou-se com uma
homogeneizagdo suave, em vortex, durante 30 segundos. Apo6s a dispersdo mecanica, as
amostras foram submetidas ao método das diluicdes decimais, em solugdo tampdo,
phosphate buffered saline (PBS) esterilizado, até a obten¢do final da diluicdo 10*. Os
meios de cultura foram inoculados pelo método de espalhamento (spread plate) com
100 pL das amostras diluidas, em ambiente asséptico, em duplicado. Para o crescimento
das bactérias anaerobias presentes nas amostras foram utilizadas placas de Petri com
geloses estéreis de Columbia agar base (Merk) enriquecida com 5% de sangue de cavalo
desfibrinado (SR0050, Oxoid), 5 pg/mL hemina (Fluka) e 1 pg/mL menadiona (Sigma).
As placas semeadas foram colocadas em jarras de anaerobiose e incubadas por 7-14
dias, a 37 C, sob um sistema de controlo automatico, gerador de atmosfera anaerdbia,
MACSmics Anaerobic and Microaerophilic Jar Gassing System, Don Whitley Scientific
Limited, Reino Unido (Figura 11).
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Figura 11. Sistema automatico gerador de atmosfera anaerdbia, acoplado a jarra de

anaerobiose.

O controlo da atmosfera anaerébia foi conseguido com o cultivo de
Pseudomonas aeruginosa (bactéria aerdbia estrita) em meio de citrato de Simmons.
Entre os 7-14 dias de incubagdo, as culturas foram observadas e as coldnias suspeitas,
com pigmentagdo negra, foram repicadas para novas placas de Petri com o mesmo meio
de cultura e incubadas novamente, nas mesmas condi¢des ambientais anteriores, durante
7 dias.

Apoés este periodo de incubagdo, as culturas apresentavam-se puras € com
coldnias negras, isoladas e perfeitamente definidas, como se pode observar na Figura

12.

Figura 12. Cultura pura com colonias negras, isoladas e definidas.
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Aos isolados foram efetuados testes primarios de identificagdo presuntiva, que

incluiram, a colorag¢@o de Gram e o teste da catalase.

Para todas as amostras clinicas, as culturas bacterianas foram processadas em
duplicado, em ambiente asséptico, e as precaugdes usuais de manipulacdo de agentes
patogénicos foram respeitadas ao longo de todo o processamento laboratorial, de acordo

com as diretivas aconselhadas pela CLSI/NCCLS M29-A.

3. IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS COM PIGMENTACAO NEGRA

3.1. METODOLOGIA CLASSICA

Os isolados foram identificados bioquimicamente por sistemas automaticos de
Rapid ID 32A (bioMérieux Y SA, Marcy I’Etoile, Franca) (Figura 13), seguindo todas
as instrug¢des técnicas de procedimento e leitura do respetivo Analytical Profile Index

(API).
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Figura 13. Exemplo de uma galeria de ID32A utilizada para a identificagdo bioquimica

das bactérias isoladas.

Apds identificagdo das amostras por este método, estas foram armazenadas em

TSB /20% glicerol, a -80°C, para posterior identificacdo por PCR.
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3.2. METODOLOGIA MOLECULAR

3.2.1. EXTRACAO DO ADN BACTERIANO

De cada uma das amostras isoladas e congeladas em TSB/ 20% glicerol, retirou-
se 500 pL e centrifugou-se a 6.000 rpm, durante 10 minutos. Das culturas bacterianas
frescas e puras foram repicadas 4-6 colonias e suspenderam-se em 500 pl de agua
ultra-pura estéril em eppendorf estéril e centrifugou-se a 6.000 rpm, durante 10 minutos.
Apos centrifugagdo, os sedimentos de bactérias foram ressuspendidos em 200 pl. de
dgua ultra-pura. As suspensdes foram entdo colocadas em banho de dgua a 100°C,
durante 10 minutos. Apds fervura, seguiu-se uma centrifugacdo a 12.000 rpm, durante
10 minutos e cada um dos sedimentos resultantes foram ressuspendidos em 200 pL de

agua ultra-pura estéril.

3.2.2. AMPLIFICACAO DO ADN BACTERIANO

Todos os isolados bacterianos foram caracterizados através de PCR. Para as
amplificacdes foram usados pares de primers especificos, Pil e Pi2 para P. intermedia
e, Pgl e Pg2 para a P. gingivalis. Os tipos de primers usados estdo indicados na Tabela

IV.

Tabela I'V. Sequéncia dos oligonucledticos utilizados para caracterizagdo das amostras

por PCR.

Primers Sequéncia de bases do primer N° de bases
Pi; 5°-TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG-3° 21
Pi, 5’-TCA ACA TCT CTG TAT CCT GGGT-3’ 22
Pg; 5’-AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG-3° 20
Pg, 5°-AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG-3° 21

Para as amplifica¢des das amostras de ADN foram usados reagentes da Promega

Corporation, Madison, EUA.
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A preparacdo das reagdes de PCR foi realizada em sala especifica para o efeito,
de modo a evitar possiveis contamina¢des. Nos ensaios efetuados foram usados tubos
SmartCycler/LC estéreis. Para cada microtubo, previamente identificado, foram

pipetados os reagentes indicados na Tabela V.

Tabela V. Mistura dos reagentes necessarios para a reagdo de PCR.

Reagentes Volume Final Concentracio Final
5x Green GoTaq ® Flexi Buffer 5,0 uL 1x
Solugdo de MgCl, (25 mM) 2,5 uL. 2,5 mM
dNTP (10mM) 1,0 uL 0,25 mM
Primer Pi; ou Pg; 1,0 pL. 0,4 uM
Primer Pi, ou Pg, 1,0 pLL 0,4 uM
GoTaq ® Flexi DNA Polymerase (5u/ pL) 0,2 uL 1 uL
Agua ultra-pura estéril 9,3 uL
Amostra de ADN em andlise 5,0 uL

Em simultaneo, foram também preparados tubos controlo positivo e negativo,
sendo que ao controlo negativo se adicionou 5 pl. de dgua ultra-pura estéril e aos
controlos positivos Pi e Pg, pipetaram-se 5 pl. de ADN da estirpe-padrdo de P.

intermedia e de P. gingivalis, respetivamente.

As reagdes de amplificacdo foram efetuadas em termocicladores My Cicler™ e
ICicler™ IC (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA). As condi¢des de amplificacdo

encontram-se discriminadas na Tabela VI.
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Tabela VI. Condigdes de amplificagdo (°C/min). D (Desnatura¢do); E

(Emparelhamento); Ex (Extensdo).

Primers Condicoes de Amplificacao (°C/min.)
Pi D inicial (94°/5min.);
P¥1 [D (94°/0,5min.), E (60°0,5min.), Ex (72°/0,5min.)] x 30 ciclos
& E final (72°10min.)
P D inicial (94°/5min.);
Pgl [D (94°/0,5min.), E (55°0,5min.), Ex (72°/0,5min.)] x 30 ciclos
82 E final (72°/10min.)

3.2.3. ELETROFORESE

A andlise dos fragmentos de ADN amplificados foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em TAE 1x (40mM Tris-acetato e ImM EDTA),
contendo 0,1 pL/mL SYBR Safe ™ DNA Gel Stain (Invitrogen, Paisly, Reino Unido).
Para além das amostras, também foram aplicados no gel de agarose para a electroforese
o marcador de peso molecular 100 bp BLUE extended DNA Ladder (Bioron
International, Alemanha), e os controlos negativo e positivo. A eletroforese decorreu a
100 Volts, durante 35 minutos, em TAE 1x. Apds eletroforese, o gel foi fotografado
(Figura 14), em transiluminador sob luz UV (BioRad Laboratories, Hercules, EUA),
acoplado a um sistema de obtenc¢do de imagem Molecular Imager ChemiDoc™*® (Mildo,
Italia), que associado a um programa Quantity One version 4.6.1 Build 055 (BioRad

Laboratories, Hercules, EUA) permite arquivar os resultados adquiridos.
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Figura 14. Fotografia em gel de agarose da amplificagdo de algumas amostras, com

aplicagdo na electroforese o Marcador de peso molecular 100 bp BLUE extended DNA
Ladder (Bioron International, Alemanha), e os Controlos (-) negativo e (+) positivo para
Porphyromonas gingivalis (Pg). Com o resultado de bandas com o tamanho esperado

para a Pg das amostras 7 e 8 e auséncia de bandas para as amostras 3 e 21.

4. AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

4.1. METODO DE KIRBY-BAUER

Todo o procedimento técnico foi realizado de acordo com as instrucdes
aconselhadas pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(EUCAST, 2012).

A avaliacdo da suscetibilidade aos antibioticos das amostras isoladas e
identificadas, a partir das culturas e das provas bioquimicas, foi realizada pelo método
classico de difusdo de disco (método de Kirby-Bauer) (EUCAST, 2012).

Neste procedimento, foi utilizado o meio de Columbia agar base, suplementado com 5%
de sangue de cavalo desfibrinado, 5 pg/mlL hemina e com 1 pg/mL menadiona, a
temperatura ambiente.

Com auxilio de uma zaragatoa estéril retiraram-se algumas coldnias bacterianas
perfeitamente isoladas no meio de cultura de isolamento e foram suspensas em 2 mL de
soro fisioldgico (NaCl 0,9%) estéril, a fim de se obter uma turva¢do, medida em
densitémetro, correspondente a 1,0 da escala de McFarland. Apos a homogeneizagdo do
da suspensdo bacteriana e com nova zaragatoa estéril foi feita a inoculagcdo em forma de
estrias na superficie do agar em varias direcdes, de modo a garantir uma distribuicdo

uniforme por toda a placa. Antes da aplicacdo dos discos, as placas semeadas eram
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reservadas a temperatura ambiente, durante 5-10 minutos, para que o excesso de
humidade da superficie do agar fosse absorvido.

Para o controlo de qualidade dos antibiogramas realizados, utilizaram-se as
estirpes de referéncia, seguintes: Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 e Prevotella
intermedia ATCC 25611.

Foram usados discos de antibidticos (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire,
Inglaterra) com didmetro de 6 mm. Os discos de antibidticos ensaiados foram os
seguintes: penicilina (10U); amoxicilina (10 pg); amoxicilina + 4cido clavulanico (2:1)
(30 pg); metronidazol (5 pg); tetraciclina (30 pg) e clindamicina (2 pg).

A aplicacdo dos discos de antibidticos foi efetuada com auxilio de uma pinga
estéril e cada disco foi colocado no centro de cada placa de Petri com uma ligeira
pressdo para garantir o seu contacto total com a superficie do agar, como se pode

visualizar na Figura 15.

Figura 15. Meio de Columbia agar base (com 5% de sangue de cavalo desfibrinado, 5
pg/mL hemina e com 1 pg/mlL menadiona), semeado e com disco de antibidtico

aplicado no centro da placa de Petri.

Os antibiogramas foram efetuados em duplicado para cada antibidtico. As placas
semeadas foram invertidas e colocadas em jarras de anaerobiose e incubadas por 7-14
dias, a 37 C, em atmosfera de anaerobiose conseguida pelo sistema automatico, referido

anteriormente.
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4.1.1. LEITURA DOS HALOS DE INIBICAO DE CRESCIMENTO

Apds o periodo de incubagdo, os halos de inibi¢do resultantes apresentavam-se

uniformemente circulares num “tapete” de crescimento bacteriano (Figura 16).

Figura 16. Exemplo de um halo de inibi¢do de crescimento bacteriano em redor do

disco de antibiotico.

O tamanho da zona de inibi¢do do crescimento em torno do disco indica a
suscetibilidade relativa ao agente antimicrobiano. Dai que, o método de difusdo de disco
seja qualitativo, ou seja, apenas permite classificar a amostra bacteriana em Sensivel

(S), Intermédia (I) ou Resistente (R) ao agente antimicrobiano ensaiado.

Os halos de inibi¢do de crescimento bacteriano foram medidos em milimetros

com auxilio de uma craveira.

Foi calculado o valor médio das medigdes obtidas para cada antibiotico ensaiado
em duplicado para a mesma estirpe bacteriana.
Os diametros dos halos de inibi¢do foram interpretados, de acordo com os

critérios de interpretacdo preconizados pelo EUCAST (2010) (Anexo I).
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4.2. PESQUISA DE ENZIMAS B-LACTAMASES

A pesquisa de enzimas [-lactamases foi realizada com uma cefalosporina
cromogénica nitrocefin, em discos, de acordo com as instrugdes do fabricante BD BBL
DrySlide Nitrocefin (Becton Dickinson and Company, Maryland, EUA).

A positividade desta pesquisa foi evidenciada pela alteracdo da cor amarelo-
palido para a cor vermelha, entre 5 a 10 minutos, a temperatura ambiente. Os discos que
ndo revelaram mudanca de cor ao fim de 10 minutos foram incubados a 37°C, durante 1
hora (tempo limite para a revelagdo de P-lactamases). Ao fim deste tempo, se ndo

tivesse ocorrido alterag@o de cor, o resultado seria considerado negativo (Figura 17).

Figura 17. Exemplo de disco de nitrocefin utilizado para pesquisa de enzimas [3-

lactamases.
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I1I. RESULTADOS

1. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Neste trabalho foram analisadas 42 amostras clinicas de pacientes adultos

portadores de periodontites.

As primeiras 28 amostras colhidas foram semeadas, conforme indicado nos
Materiais e Métodos, até a obtencdo de culturas puras, com coldnias negras, isoladas e
inteiramente delimitadas. Aos isolados puros, foram efetuados testes primérios de
identificacdo presuntiva, que abrangeram, a coloragdo de Gram e o teste da catalase.
Seguidamente, coldnias puras foram transferidas para TSB / 20% glicerol e congeladas

a -80°C, para posteriores identificagdes: bioquimica e molecular.

As 14 amostras clinicas seguintes, (mais recentes) foram submetidas a igual
procedimento laboratorial, que as anteriores, mas foram conservadas em TSB / 20%

glicerol, a -20°C.

Aquando da caracterizagdo bioquimica, dos 42 isolados, apenas 14 mostraram
crescimento em meio de Columbia agar base com evidéncia de coldnias com pigmento
negro.

Todas as amostras foram sujeitas a extra¢do do ADN e submetidas a
identificacdo por PCR por forma a identificar molecularmente P. gingivalis e P.

intermedia.

2. IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS COM PIGMENTACAO NEGRA

2.1. METODOLOGIA CLASSICA

Como referido anteriormente, as 14 amostras cultivaveis e com revelacdo de
colonias com pigmento negro, foram submetidos a identificacdo bioquimica por Kit

comercial Rapid ID 32A.
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De acordo, com o comportamento enzimatico obtido pela leitura das galerias de
API inoculadas, foram identificadas as espécies de bactérias pigmentadas como

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Prevotella spp.

A caracterizacdo bioquimica efetuada por sistemas automaticos proporcionou a

identificacdo apresentada na Tabela VII.

Tabela VII. Identificagdo das amostras cultivaveis por Kit comercial Rapid ID 32A.

AMOSTRA N° IDENTIFICACAO (API 32A)
24 P. intermedia (99,9%)
27 P. intermedia (99,9%)
29 P. intermedia (99,9%)
30 P. intermedia (99,9%)
31 P. gingivalis (96,6%)
32 P. gingivalis (97,3%)
33 P. intermedia (99,9%)
34 P. intermedia (98,5%)
37 Prevotella spp.

38 Perfil inaceitavel

39 P. intermedia (99,9%)
40 P. intermedia (73,6%)
41 P. gingivalis (96,6%)
42 P. gingivalis (99,9%)

Da consulta da tabela VII, verifica-se que foram identificadas 8 isolados de P.
intermédia (57,1%), 4 isolados de P. gingivalis (28,6%) e 2 isolados de outras espécies
pigmentadas (14,2%).

2.2. METODOLOGIA MOLECULAR

A caracteriza¢do molecular dos 42 isolados foi efetuada por PCR, cujos resultados

estdo apresentados na Tabela VIII.
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Tabela VIII. Identifica¢do dos isolados das amostras clinicas por PCR.

AMOSTRA N° IDENTIFICACAO (PCR)

1 P. intermedia

2 P. intermedia

3 P. gingivalis

4 P. intermedia

5 P. intermedia

6 P. intermedia

7 P. gingivalis

8 P. gingivalis

9 P. gingivalis
10 P. intermedia
11 P. intermedia
12 Sem amplificagdo
13 P. gingivalis
14 Sem amplificagdo
15 Sem amplificagdo
16 Sem amplifica¢do
17 Sem amplifica¢do
18 Sem amplifica¢do
19 Sem amplificagdo
20 P. intermedia

21 P. intermedia

22 P. intermedia
23 P. gingivalis
24 P. intermedia
25 P. intermedia
26 Sem amplificacdo
27 P. intermedia
28 Sem amplificagdo
29 P. intermedia
30 P. intermedia
31 P. gingivalis
32 P. gingivalis
33 Sem amplificacdo
34 P. intermedia
35 P. gingivalis
36 Sem amplificagdo
37 Sem amplificacdo
38 Sem amplificacdo
39 P. intermedia
40 P. intermedia

41 P. gingivalis

42 P. gingivalis
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Os resultados obtidos indicam que, do total dos isolados, 18 foram identificados
como P. intermedia (43%) e 11 como P. gingivalis (26%). Em 13 estirpes bacterianas
(31%) nao foi observada a amplificagdo do ADN com os primers especificos para P.

gingivalis ou P. inttermedia.

2.3. COMPARACAO ENTRE A METODOLOGIA CLASSICA E MOLECULAR

Considerando as amostras isoladas produtoras de pigmento negro, viaveis pelo
método convencional de cultura, verificou-se uma boa correlacdo entre os dois métodos de
identificacdo (classico e molecular). Os 12 isolados identificados pelo método classico

como P. gingivalis e P. intermedia, todos foram confirmados por PCR (Tabela IX).

Tabela IX. Isolados bacterianos produtores de pigmento negro identificados por Kit

comercial Rapid ID 32A e confirmados pelo método molecular (PCR).

AMOSTRAN°  IDENTIFICACAO (ID 32A) IDENTIFICACAO (PCR)

24 P. intermedia (99,9%) P. intermedia
27 P. intermedia (99,9%) P. intermedia
29 P. intermedia (99,9%) P. intermedia
30 P. intermedia (99,9%) P. intermedia
31 P. gingivalis (96,6%) P. gingivalis
32 P. gingivalis (97,3%) P. gingivalis
33 P. intermedia (99,9%) P. intermedia
34 P. intermedia (98,5%) P. intermedia
39 P. intermedia (99,9%) P. intermedia
40 P. intermedia (73,6%) P. intermedia
41 P. gingivalis (96,6%) P. gingivalis
42 P. gingivalis (99,9%) P. gingivalis
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3. SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

3.1. LEITURA DOS HALOS DE INIBICAO DE CRESCIMENTO

Dos 14 isolados que inicialmente demonstraram crescimento em placa e foram
identificados por galerias ID32A (Tabela VII), apenas 12 foram sujeitos a prova de
suscetibilidade aos antibioticos. Este facto deveu-se ao insucesso do crescimento dos

isolados 27 e 34, aquando da realizagdo dos referidos testes de suscetibilidade.

Na tabela X apresenta-se a conversdo dos diametros dos halos de inibi¢do medidos,
nos termos correspondentes a Sensivel (S) e Resistente (R), de acordo com as normas

recomendadas pelo EUCAST (2010).

Tabela X. Interpretacdo dos resultados dos testes de suscetibilidade aos antibidticos
obtidos por medicdo dos didmetros dos halos de inibi¢do de crescimento bacteriano

(EUCAST, 2010).

AMOSTRAS ESPECIES PEN AML AMC MTZ DA TE
24 P. intermedia S S S S S S
29 P. intermedia S S S S S S
30 P. intermedia S S S S S S
31 P. gingivalis S S S S S S
32 P. gingivalis S S S S S S
33 P. intermedia S S S S S S
37 Prevotella spp R R S S R R
38 Outra pigmentada R R S S R S
39 P. intermedia S S S S S S
40 P. intermedia S S S S S S
41 P. gingivalis S S S S S S
42 P. gingivalis S S S S S S

Identifica¢do das abreviaturas indicadas na tabela: PEN (penicilina); AML (amoxicilina),
AMC (amoxicilina + acido clavulanico); MTZ (metronidazol); DA (clindamicina); TE
(tetraciclina), S (sensivel), R (resistente).

Verificou-se que, do total de isolados de Prevotella spp, 85,7% eram P. intermedia

e mostraram-se sensiveis a todos os antibioticos ensaiados e 14,3% correspondiam a
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Prevotella spp. (amostra 37), que exibiu resisténcia aos seguintes agentes

antimicrobianos: penicilina, amoxicilina, clindamicina e tetraciclina (Figura 17).

Figura 18. Suscetibilidade da estirpe da amostra 37, aos antibidticos Penicilina 10 U (1),

Amoxicilina 10 pg (2), Clindamicina 2 pg (3) e Tetraciclina 30 pg (4).

Uma outra estirpe que cresceu com pigmento, ndo identificada pelo método ID32A

(amostra 38), exibiu resisténcia a penicilina, amoxicilina e clindamicina (Figura 18).

Figura 19. Suscetibilidade da estirpe da amostra 38, aos antibidticos Penicilina 10 U (1),

Amoxicilina 10 pg (2) e Clindamicina 2 pg (3).

Nenhum dos isolados da espécie P. gingivalis mostrou resisténcia aos agentes

antimicrobianos testados.
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3.2. LEITURA DA PESQUISA DE ENZIMAS B-LACTAMASES

A pesquisa de estirpes produtoras de -lactamases foi realizada com discos de papel
impregnados com uma cefalosporina cromogénica (nitrocefin).
Dos isolados microbianos testados, apenas dois (amostras 37 e 38) revelaram serem

estirpes com capacidade de producdo de enzimas [3-lactamases (Tabela XI).

Tabela XI. Resultados dos testes de nitrocefin dos isolados que foram submetidos aos testes

de suscetibilidade antimicrobiana.

AMOSTRAS N° ESPECIES TESTES de NITROCEFIN
24 P. intermedia negativo
29 P. intermedia negativo
30 P. intermedia negativo
31 P. gingivalis negativo
32 P. gingivalis negativo
33 P. intermedia negativo
37 Prevotella spp positivo
38 Outra pigmentada positivo
39 P. intermedia negativo
40 P. intermedia negativo
41 P. gingivalis negativo
42 P. gingivalis negativo
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IV. DISCUSSAO

O trabalho realizado teve como objetivos pesquisar e identificar a presenga de
bactérias pigmentadas, nomeadamente Porphyromonas sp. e Prevotella sp., associadas a
DP, e avaliar a sua suscetibilidade aos antibidticos usualmente prescritos pelo clinico
em Portugal. Foi ainda, avaliada a produ¢do das enzimas f-lactamases, frequentemente

associadas a estas espécies bacterianas.

Na década de noventa, Walker (1996) refere que a sensibilidade aos agentes
antimicrobianos das bactérias localizadas na cavidade oral é cada vez menor e que,
gradualmente se verifica uma tendéncia de resisténcia, com especial relevo nos géneros
Prevotella e Porphyromonas aos antibioticos habitualmente prescritos em odontologia e
estomatologia (Walter, 1996; Aldridge ef al., 2001). Por outro lado, estes géneros t€m
sido associados a sinais e sintomas de origem endodontica, como dor espontanea, dor a
palpacdo, edema e exsudato, o que os torna particularmente relevantes para o tipo de
terapéutica usada (Baumgartner et al., 1999; Jacinto et al., 2003).

Foram analisadas 42 amostras clinicas de pacientes portadores de periodontite,
amostras estas correspondentes a isolados de bolsas gengivais de pacientes que nfo
tinham efetuado qualquer tipo de tratamento antimicrobiano. Dos 42 isolados obtidos,
apenas 14 apresentaram crescimento em meio de Columbia agar base com colonias
pigmentadas de negro (Tabela VII). O baixo sucesso na obtengdo de culturas viaveis a
partir das amostras podera ter sido consequéncia da seletividade intrinseca dos métodos
classicos de cultura ja referido anteriormente (Segata et al., 2012).

A identificag¢@o bioquimica com as galerias ID32A permitiu verificar que 57,1%
das bactérias que apresentaram pigmento negro eram Prevotella intermedia, 28,6%
eram Porphyromonas gingivalis, 7,14% Prevotella spp e 7,14% outra espécie
pigmentada.

A identificagdo molecular de Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis
nas 42 amostras foi efetuada por PCR. Verificou-se que 43% das amostras
correspondiam a Prevotella intermedia e 26% das amostras correspondiam a
Porphyromonas gingivalis. Cerca de 31% das estirpes bacterianas ndo foram

identificadas como sendo P. gingivalis
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ou P. intermedia, pois ndo se observou amplificacgio do ADN com os primers
especificos para estas duas estirpes bacterianas.

Comparando as metodologias cldssica e molecular verificou-se que, neste
trabalho, todos os isolados de Prevotella intermedia e de Porphyromonas gingivalis
identificados bioquimicamente, foram confirmados por PCR.

A presenca de Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis nas amostras

colhidas esta de acordo com as publicagdes dedicadas a etiologia da doenga periodontal,
assim como propor¢do percentual entre as duas estirpes estd concordante com a
bibliografia (Mikamo, Arakawa, Fujiwara et al., 2011).
Desde ha varias décadas, estas espécies estdo associadas a patogénese das infegdes
periodontais (Slots, 1977; Loesche e Grossman, 2001; Kumar et al., 2003, 2005;
Kuramitsu et al., 2007). Como referido anteriormente, Porphyromonas gingivalis ¢
caracteristica da regido subgengival, sendo produtora de inimeros fatores de viruléncia
que contribuem para evolugdo da DP, tais como fimbrias, lipopolissacarideos, capsula e
produgdo de metabolitos e enzimas (Goulbourne e Ellen, 1991).

A Prevotella intermedia, como referenciado anteriormente, também pode ser
encontrada nas bolsas periodontais, possuindo um elevado numero de fatores de
viruléncia, tais como, fimbrias e adesinas, capsula polissacaridea, atividade fibrinolitica
e capacidade de degradacdo das imunoglobulinas através da produ¢do de proteases
(Paster, 2001).

Relativamente a suscetibilidade antimicrobiana, foram testadas as 12 amostras
(Tabela X). Ao contrario do esperado, todos os isolados da espécie Porphyromonas
gingivalis foram sensiveis a todos os antibidticos ensaiados, o que ndo esta de acordo
com alguma da literatura publicada, no que refere a sensibilidade aos antimicrobianos
dos periodontogéneos (Maestre et al., 2007; Blandino et al., 2007). Esta sensibilidade
verificou-se tanto para os antibidticos P-lactdmicos (penicilina e amoxicilina, os mais
usados no tratamento de infe¢cdes odontogénicas, como para os outros testados
(amoxicilina + acido clavulamico, metronidazol, clindamicina e tetraciclina).

Relativamente as bactérias do género Prevotella, também todos os isolados e
identificados de Prevotella intermedia, se mostraram sensiveis a cada um dos
antibidticos testados. Estes resultados estdo em desacordo com alguma da literatura
publicada (Dubreuil ef al., 2003; Blandino ef al., 2007). Comparativamente ao estudo de
Maestre e colaboradores, que analisaram 261 isolados, a nossa pequena amostragem

pode ter contribuido para a falta de concordancia dos resultados (Maestre et al, 2007).
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No entanto, a espécie Prevotella spp (amostra 37) exibiu resisténcia aos
seguintes agentes: penicilina, amoxicilina, clindamicina e tetraciclina. Estes resultados
vém ao encontro de estudos anteriores (Aldridge et al., 2001), onde se observa uma
clara tendéncia para a resisténcia farmacoldgica em algumas espécies de Prevotella
sendo necessario em muitos casos recorrer a uma combinagdo de antibioticos com um
espetro de acdo mais alargado.

No que respeita @ amostra 38, correspondente a estirpe pigmentada observou-se
resisténcia aos seguintes agentes antimicrobianos: penicilina, amoxicilina e
clindamicina.

Relativamente a produgdo de enzimas [-lactamases foram testadas as amostras
utilizadas nos testes de suscetibilidade antimicrobiana.

Dos isolados microbianos testados apenas dois se revelaram positivos, quanto a
capacidade de produgdo das enzimas P-lactamases — amostras 37 e 38. Como referido
anteriormente, estas enzimas provocam a inativacdo dos compostos [3-lactamicos, sendo
condi¢do determinante para o aumento da resisténcia bacteriana (Kononem ez al., 1998).

Virias espécies do género de Prevotella produtora de B-lactamases t€ém sido
observadas na microflora subgengival (Kuriyama et al., 2001) o que esta de acordo com
os resultados obtidos e concordante com o resultado do Teste de Kirby-Bauer, que

revelou resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos, como a penicilina e amoxicilina.

De referir que neste trabalho, foram utilizados dois métodos distintos para a
identificacdo de bactérias intervenientes na doenga periodontal: métodos classicos e
métodos moleculares. Os métodos classicos revelaram-se eficazes na identificagdo
bacteriana, no entanto, com a congelacdo, varias amostras perderam a viabilidade e ndo
foi possivel obter a sua cultura. Por outro lado, os métodos moleculares amplificaram
todas as amostras identificadas pelos métodos classicos, revelando elevada eficiéncia,

demonstrada pela rapidez e precisdo dos resultados.

Como uma das sugestdes de trabalho futuro, seria fundamental extrair o ADN
diretamente das amostras, sem recorrer a métodos culturais, e aumentar a diversidade de
primers utilizados na amplificagdo. Deste modo, seria possivel identificar um maior

numero de espécies envolvidas na DP. Igualmente, a resisténcia aos antimicrobianos
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poderia ser realizada com recurso a técnicas moleculares, permitindo a revelagdo de

genes de resisténcia presentes na flora bacteriana caracteristica da DP.

Este estudo decorreu com diversas limitagdes, ndo s6 o reduzido nimero de amostras,
como também da aplicagdo de técnicas novas no nosso Laboratdrio. Estes eventos
poderdo ter contribuido para que os resultados relativamente a suscetibilidade aos
antimicrobianos, ndo sejam concordantes com alguns dos artigos referenciados neste
trabalho. Contudo, este estudo foi uma primeira abordagem deste tema tdo importante,
contribuindo para o incentivo de mais estudos em Portugal, sobre as resisténcias

bacterianas de bactérias patogéneas em Medicina Dentaria.
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V. CONCLUSOES

A periodontite ¢ uma doenca inflamatdéria crénica da cavidade oral, cujo
principal fator etioldgico sd@o os microrganismos que residem no interior da placa
bacteriana, querem quantidade, em qualidade e em suscetibilidade genética do
hospedeiro, conduzindo a um quadro inflamatorio e de destrui¢do da parte gengival, do

o0sso alveolar e outras estruturas de suporte dentério.

A manuteng¢do destas condi¢des no ambiente subgengival permite a formagéo de
abrigos proprios, onde bactérias ndo comensais amotinam as defesas imunologicas do
hospedeiro e induzem viruléncia em todo o biofilme, em funcdo do seu

desenvolvimento.

A identificagdo da microbiota responsavel pelas periodontites e as resisténcias
aos antibioticos sdo determinantes na adog¢do de medidas terapéuticas eficazes no

controlo da patologia.

As estirpes bacterianas produtoras de pigmento negro, em particular, Prevotella
intermedia e Porphyromonas gingivalis sdo frequentemente identificadas nas doencas
periodontais, como foi demonstrado. Tal como esperado, a técnica por PCR mostrou
uma maior sensibilidade na identificagdo das espécies, comparando com as limitagdes

de cultivo pela metodologia classica.

E necessario a realizacdo de muitos mais estudos, com uma maior amostragem,
sobre a identidade das estirpes bacterianas em infegdes periodontais na populacdo
portuguesa e as suas resisténcias aos comuns antimicrobianos prescritos.

Relativamente a suscetibilidade antimicrobiana, principalmente aos antibidticos [3-
lactdmicos, sendo estes os agentes antimicrobianos mais frequentemente prescritos em
Portugal, na 4rea da Medicina Dentaria, conclui-se que as estirpes isoladas de
Porphyromonas gingivalis assim como de Prevotella intermedia, ndo demonstraram
resisténcia, ao contrario do que seria esperado pela revisdo da literatura.

Contudo, o isolamento cada vez mais frequente de outras estirpes bacterianas, pedem

novos estudos acerca do seu comportamento face a outros antibidticos potencialmente
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usados no tratamento de infe¢des periodontais. O conhecimento de resisténcias
bacterianas ira auxiliar na selecdo do melhor antibidtico para a erradicagdo da infegdo,
no qual se destaca a produ¢do de P-lactamases pelos principais agentes bacterianos
causadores de infe¢des na cavidade oral.

Neste contexto, a terapia profilactica de infe¢des orais deve ser tido em conta, ndo sé o

tipo de microrganismo, como também o eventual perfil de resisténcia antimicrobiana.

Como futuros estudos, propde-se a amplifica¢do direta do ADN bacteriano
colhido nas bolsas periodontais, por forma a ndo existir sele¢do cultural das bactérias.
Este tipo de técnicas podera também ser uma mais-valia na andlise da suscetibilidade
que os agentes etioldgicos da DP apresentam aos antimicrobianos disponiveis no

mercado, principalmente em Portugal.
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Periodontitis is one of the most common diseases in dentistry and results from the accumulation of bacterial biofilm on the tooth surface. Black-pigmented, gram negative
oral anaerobes such as Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia are thought to be pathogens in adult periodontitis [1, 2]. Odontogenic local infections require
surgical treatment and, if required, a probabilistic antibiotherapy is needed that is effective on most recognized oral pathogens [3]. In most cases, antibiotic prescription is
empirical and based on the clinical condition of the patient.

Reports from different countries show an increasing prevalence of patients with oral and subgingival B-lactamase producing bacteria. However, in Portugal there is no data
concerning antibiotic resistance of oral flora.

The main goal of this study was to identify Porphyromonas and Prevotella species from periodontal pockets of Portuguese adults suffering of periodontitis infections and
to test their in vitro B-lactamase production. Moreover, susceptibility of these bacterial species to five antibiotics commonly prescribed in treatment or prophylaxis on
odontology in Portugal was also under study.

04~

|. 42 patients having a diagnosis of

periodontitis were treated at the Dentistry . (s e call d and pr d according with Herrera et af. [4]
Clinic of the Health Sciences Faculty, UFP,
Portugal.

V. B-lactamase production was determined by
nitrocefim dryslide (BBL, EUA) and confirmed
by disk diffusion synergy with
amoxicillin/clavulanic acid (a diameter of
inhibition > 10 mm [3].

|V. Bacterial identification was
performed using the API Rapid ID
32 A system (bioMérieux) and
confirmed by PCR analysis. PCR
was performed according with
Ashimoto et al. [5].

IIl. Preliminary characterization of microbial species was
based on colony pigmentation and morphology, Gram
staining and catalase production.

VI. Susceptibility to antibiotics was performed
with amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid,
metronidazole, clindamycin and tetracycline
impregnated disks (Oxoid) by disk diffusion
method, described by the CLSI and Eucast.

M - + samples

In this study Prevotella intermedia represented 44% and Porphyromonas gingivalis 20% of total isolates, with a good correlation between employed methods. The
remaining 36% strains belonged to other black-pigmented species (Table 1). These results were in accordance with several authors, which report that P. intermedia and P.
gingivalis are commonly isolated from periodontitis infections being considered the most abundant putative black pigmented species [1, 3, 6].

Concerning B-lactamase production, only 2% of other Prevotella sp. showed B-lactamase production with resistance to amoxicillin and susceptibility to
amoxicillin/clavulanic acid disks. The remaining strains showed no B-lactamase production (Table 1). Results from the disk diffusion method were confirmed by nitrocefim
disks. These results are not in agreement with most published studies that report a high level of B-lactamase production among P. intermedia and P. gingivalis [7, 8].
However, some studies have also reported lower prevalences [3, 9].

In our study, both tested species were susceptible to all tested antibiotics (amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid, metronidazole, clindamycin and tetracycline) (Table 1).

Table 1- Results obtained in the identification of isolated strains using APl and PCR, in the detection of B-lactamase activity assay and in the antibiotic
susceptibility test.

Species N . (% ) iden tified N . (% ) p-lactam ase Antibiotic

by API and PCR positive strains resistance *
Prevotella intermedia 18 (44% ) 0 (0% ) 0 %
Porphyromonas gingivalis 9 (20% ) 0 (0% ) 0 %
Otherblack pigmented sp. 14 (36%) 3 (2% ) 2 %

* Five antibiotic tested diffusion method: amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid, metronidazole, clindamycin and tetracycline.
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The main goal of this study was to identify Porphyromonas and Prevotella species from periodontal pockets of
Portuguese adults suffering from periodontitis infections. Results showed that Prevotella intermedia represented
44% and Porphyromonas gingivalis 20% of total isolates. The remaining 36% strains belonged to other black-
pigmented species.

The isolated bacterial species were further tested for their B-lactamase production. Results from the disk diffusion
method were confirmed by nitrocefim disks and showed no B-lactamase production by Prevotella intermedia and
Porphyromonas gingivalis strains. Only 2% of other Prevotella sp. showed B-lactamase production.

Moreover, we studied the susceptibility of these bacterial species to five antibiotics commonly prescribed as
treatment or prophylaxis in odontology in Portugal. The isolated strains showed susceptibility to all tested
antibiotics.

Keywords Antimicrobial susceptibilities; Porphyromonas sp.; Prevotella sp.

1. Introduction

Periodontitis is one of the most common diseases in dentistry and results from the accumulation of bacterial
biofilm on the tooth surface. Black-pigmented, gram negative oral anaerobes such as Porphyromonas gingivalis
and Prevotella intermedia are thought to be pathogens in adult periodontitis [1, 2]. These bacteria are frequently
isolated from patients under periodontitis treatment. Odontogenic local infections require surgical treatment and,
if required, a probabilistic antibiotherapy is needed that is effective on most recognized oral pathogens [3]. In
most cases, antibiotic prescription is empirical and based on the clinical condition of the patient. As a result,
treatment is often inappropriate and leads to the development of bacterial resistance and even multiple
resistances [4]. Antibiotic resistance has become a serious problem in nowadays medical and dental practice.
Anaerobes are naturally resistant to aminoglycosides, but they are increasingly resistant to antibiotics as their
use has become widespread, especially to B-lactam compounds. B-lactamases are the major cause of bacterial
resistance to B-lactam antibiotics and, for this reason, have been under extensive microbiological, biochemical
and genetic investigations [3]. Reports from different countries show an increasing prevalence of patients with
oral and subgingival B-lactamase producing bacteria. The use of antibiotics (defined as daily doses/100 000
inhabitants) was significantly higher in Mediterranean countries than in the rest of Europe [5, 6]. However, in
Portugal there is no data concerning antibiotic resistance of oral flora. The determination of in vitro
antimicrobial susceptibility can be important in certain situations, for example, to monitor patterns of
susceptibility and resistance in the population and to help in the selection of the appropriate antibiotic in
dentistry treatment [7].

The main goal of this study was to identify Porphyromonas and Prevotella species from periodontal pockets
of Portuguese adults suffering of periodontitis infections and to test their in vitro B-lactamase production.
Moreover, susceptibility of these bacterial species to five antibiotics commonly prescribed in treatment or
prophylaxis of odontology in Portugal was also under study.

2. Materials and Methods

Patients and microbiological procedures

This study was based on 42 patients treated at the Dentistry Clinic of the Health Sciences Faculty, Fernando
Pessoa University, Porto, Portugal, from January to July 2010. Adult patients with 35 to 75 years old, having a
diagnosis of periodontitis and that did not receive antimicrobial therapy in the previous 30 days were included in
the study. Sampling was performed with aseptic surgical techniques. Samples were collected according with
Herrera et al. [6] using four sequential sterile paper points inserted into the subgingival sulcus after cleaning the
supragingival plaque, and held in place for 60 s. A sterilized prereduced transport fluid (RTF) was used to
transport samples to the laboratory where they were immediately processed. Isolation of black pigmented
bacteria was performed using culture procedures: samples were vortexed for 60 s and diluted in PBS solution
using a 10-fold serial dilution to 10°. A volume of 100 uL of each dilution was spread on non-selective 5%
horse blood agar plates enriched with hemin (5mg/L) and vitamin K (1mg/L). Incubation was performed at 37°C
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in an anaerobic atmosphere by Macs Mics (Whitley Jar Gassing System). Plates were red at days 7 and 14.
Preliminary characterization of microbial species was based on colony pigmentation and morphology, Gram
staining and catalase production. Bacterial identification was performed using the API Rapid ID 32 A system
(bioMérieux) and confirmed by PCR analysis.

PCR analysis

DNA was extracted as described by [8] from 500 puL of glycerol suspension culture of each isolated strain. The
culture was centrifuged at 6000 rpm for 10 minutes. Supernatant was discarded and pellet suspended in 200 uL.
of ultrapure water. Solution was boiled for 10 minutes, cooled on ice and then centrifuged at 12000 rpm for 10
minutes. Supernatant was discarded again and pellet ressuspended in 200 puL of ultrapure water and latter used
for PCR.

DNA (5 pL) was amplified in a reaction mixture containing 5 pL of 5x PCR buffer, 2,5 pL of MgCl, 25mM,
1 pL of ANTP mixture 0,2.mM, 1 pL of each primer 0,4 uM and 0,5 uL Taq polymerase in a total volume of
25 uL [8].

Primers used for identification of Porphyromonas gingivalis were 5’-AGC CAG CTT GCC ATA CTG CG-3’
and 5’-ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT-3’ [8], resulting in a PCR product of 404 bp. PCR was performed
according with Ashimoto et al. [8] as followed: 5 minutes at 94°C; 30 cycles consisting of 30 seconds at 94°C,
30 seconds at 60°C and 30 seconds at 72°C; final extension for 10 minutes at 72°C.

Primers used for identification of Prevotella intermedia were 5’-TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG-3’
and 5’-TCA ACA TCT CTG TAT CCT GCG T-3’ [8], resulting in a PCR product of 575 bp. PCR was
performed according with Ashimoto et al. [8] as followed: 5 minutes at 94°C; 30 cycles consisting of 30 seconds
at 94°C, 30 seconds at 55°C and 30 seconds at 72°C; final extension for 10 minutes at 72°C.

PCR products were analyzed by electrophoresis on a 1% agarose gel. Control strains used in PCR analysis
were Prevotella intermedia ATCC 25611 and Porphyromonas gingivalis ACTT 33277.

Detection of p-lactamase activity

B-lactamase activity was performed on a single colony, using the nitrocefim dryslide test (BBL, EUA).
According to manufacturer’s recommendations, disks that did not change from yellow to red within 15 minutes
at room temperature were incubated for 1 hour at 37°C. B-lactamase positive strains were confirmed by the disk
diffusion synergy test between amoxicillin and clavulanic acid, having a diameter of inhibition > 10 mm [3].

Antibiotic susceptibility assay

Five antibiotics commonly prescribed in periodontitis infections were chosen for this assay: amoxicillin (10ug),
amoxicillin/clavulanic acid (30pg), metronidazole (5ug), clindamycin (2ug) and tetracycline (30ug). Antibiotic
susceptibility was performed with impregnated disks (Oxoid) using the disk diffusion method, described by the
CLSI and Eucast. This technique was performed in the same medium previously described. Plates were streaked
with a McFarland 1 inoculum (suspension prepared from fresh colonies) using a cotton swab and disks were
placed onto inoculated plates. One disk of respective antibiotic was placed in the middle of each plate and later
incubated under anaerobic conditions at 37°C. Plates were red on days 2 and 7.

3. Results and Discussion

Isolated black pigmented bacterial strains were identified by conventional and molecular techniques. Table 1
presents results obtained using both methods.

Table 1 Results obtained in the identification of isolated strains using API and PCR, in the detection of B-lactamase activity
and in the antibiotic susceptibility test.

Species N.° (%) identified N.° (%) p-lactamase Antibiotic

by API and PCR positive strains resistance *
Prevotella intermedia 18 (44%) 0 (0%) 0%
Porphyromonas gingivalis 9 (20%) 0 (0%) 0%
Other black pigmented sp. 14 (36%) 3 (2%) 2%

*Five antibiotic tested: amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid, metronidazole, clindamycin and tetracycline.

In this study the Prevotella intermedia represented 44% and Porphyromonas gingivalis 20% of total isolates,
with a good correlation between employed methods. The remaining 36% strains belonged to other black-
pigmented species (Table 1). These results were in accordance with several authors, which report that P.
intermedia and P. gingivalis are commonly isolated from periodontitis infections being considered the most
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abundant putative black pigmented species [1, 3, 9]. When considering isolates from patients with periodontal
disease, Prevotella sp. has been the most prevalent anaerobe isolate [10].

Concerning B-lactamase production, only 2% of other Prevotella sp. showed B-lactamase production with
resistance to amoxicillin and susceptibility to amoxicillin/clavulanic acid disks. The remaining strains showed
no B-lactamase production (Table 1). Results from the disk diffusion method were confirmed by nitrocefim
disks. These results are not in agreement with most published studies that report a high level of p-lactamase
production among P. intermedia and P. gingivalis [10, 11]. However, some studies have also reported lower
prevalences [3, 12]. The various frequencies observed in other reports could be explained by geographical
differences and divergences in sampling [3, 11]. Moreover, the lack of reported data in some countries, such as
Portugal, could explain our results.

P. intermedia and P. gingivalis are usually resistant to antiseptics and antibiotics. However, antibiotics such
as metronidazol, azithromycin and B-lactam antibiotics plus P-lactamase inhibitors, are still generally active
against Prevotella and Porphyromonas species [1]. In our study, both tested species were susceptible to all
tested antibiotics (amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid, metronidazole, clindamycin and tetracycline)
(Table 1). These results are not in accordance with most studies of other countries that showed high levels of
resistance among anaerobes. This can be explained by the lack of standardization of in vitro susceptibility
testing of anaerobic bacteria. Divergence in testing conditions and criteria of interpretation used by different
laboratories are some of the current clinical problems [13].

4. Conclusion

The most frequently isolated anaerobic species from periodontal pockets was Prevotella intermedia. A low
number of B-lactamase producing strains was detected. The majority of P. intermedia and all P. gingivalis
isolates were susceptible to all tested antibiotics. These results are not in accordance with most studies of other
countries that showed high levels of resistance among anaerobes. Further studies will be required where
antibiotic resistance genes coding for f-lactamases will be screened.
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