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RESUMO

A cavidade oral constitui a primeira parte do tracto gastrointestinal, ¢ apresenta uma série
de caracteristicas que a converte num habitat microbiologicamente distinto. As
caracteristicas ecologicas das diferentes superficies encontradas na cavidade bucal,
tornam-na um habitat microbiano Ginico no corpo humano (Ellen e Kuramitsu, 2000). A
placa bacteriana pode ser definida como uma pelicula ndo calcificada, apresentando uma
forte adesdo &s superficies dentédrias, sendo predominantemente constituida por
reservatérios bacterianos e componentes salivares, com crescimento continuo. Esta placa
bacteriana & hoje em dia considerada como das principais causas de doengas como a carie
e periodontite. O objectivo deste trabatho foi avaliar através da revisio da literatura, a
patticipagiio bacteriana em diferentes condigGes periodontais e veiculos de combate a
essas mesmas bactérias, incluindo as formas resistentes. A microflora oral ¢ composta
predominantemente por bactérias, no entanto podem também encontrar-se fungos, virus,
protozoarios ¢ até mesmo archaea. E estimado que mais de 700 espécies cultivaveis e
ndo cultivdveis estejam presentes nesta cavidade (Pennisi, 2005). O predominio
bacteriano no que respeita a este Ambito foca-se em espécies Gram positivo, do Género
Streptococcus e Actinomyces, ¢ de Gram negativo como Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia, Capnocytophaga, Neisseria ¢ Veillonella spp. Na gengivite,
destaca-se a presenca de microrganismos Gram positivo como Strepfococcus milis,
Streptococcus sanguis, Actinomyces ViScosus, Actinomyces naeslundii,
Peptostreptococcus micros e Gram-negativo como Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia, Veillonella parvula, Haemophilus ¢ Campylobacter spp. Na periodontite
evidenciam-se elevadas proporgdes de Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus,
Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium
nucleatum, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Treponema ¢ Eubacterium spp. Pode
concluir-se que a microbiota presente na cavidade bucal ¢ variavel ¢ reflecte a condigdo
periodontal. Vérias sdo as técnicas microbioldgicas de diagndstico (cultura bacteriana,
ensaios imunolégicos e enzimaticos, microscopia de campo escuro e contraste de fase e
marcadores bioquimicos) utilizadas para a detec¢o dos patogénicos citados, no entanto
os resultados encontrados apontam para a necessidade de uma andlise criteriosa na

seleccdo do teste a ser empregue.
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Mundialmente a resisténcia aos antibidticos entre a microbiota oral ¢ um problema
crescente ¢ as informacgdes relativas a tal resisténcia sdio escassas, Existe assim uma
necessidade urgente de formular uma estratégia de acgfio para avaliar o desenvolvimento
de resisténcias, conservando a eficicia dos antimicrobianos, plano este baseado na

prevengio de doengas transmissiveis e no controlo das infecgdes.

O diagnéstico laboratorial das infecgdes da cavidade oral por métodos classicos ¢ moroso
e niio permite dar respostas atempadas, Estes métodos nfio constituem uma alternativa
vidvel e por isso o diagndstico clinico e respectivo tratamento ¢ feito empiricamente. Os
métodos de Biologia Molecular nomeadamente a sequenciagio do gene 16S rRNA ¢ a
detecgiio de genes de resisténcia aos diferentes grupos de antibidticos, permitem agilizar
o diagnostico clinico das infec¢Bes da cavidade oral e modificar o comportamento clinico
face a estas infecgdes. Na nossa opinifio ¢ este o caminho a adoptar para o tratamento das

periodontites.
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II. INTRODUCAO

O quadro clinico dos tecidos gengivais sadios apresenta-se com uma coloragdo
pélida, tendo a sua superficie um aspecto granuloso ¢ um tom consistente. A natureza
insidiosa da doenca periodontal é indicada pela ocorréncia de uma inflamagdo gengival

podendo mesmo levar a perda parcial ou completa dos dentes (McDonald ef al, 1995).

A doenga periodontal representa assim um grupo de doengas inflamatorias de
natureza multifactorial que se desenvolve em resposta a presenga de bactérias
especificas. Em termos clinicos caracteriza-se como uma doenga inflamatdria da
gengiva e dos tecidos periodiontais profundos, que pode implicar a destrui¢fo do osso

alveolar de suporte (Fig. 1).

Fig. 1 — Ilustragio da Doenga Periodontal avangada. (a) Uma inflamag#o severa poderé levar a
(b) perda de osso causando uma eventual perda dentéria. (Adaptado de: Nester et al, 2000).

O conceito actual de etiologia multifactorial no que concerne as doengas
periodontais encerra o hospedeiro como a componente fundamental. De facto o
conhecimento relativo a etiologia, patogenicidade e tratamento das periodontopatologias
sofreu um forte incremento com os estudos no dmbito dos factores relacionados com o

hospedeiro, incluindo as suas caracteristicas genéticas ¢ os seus mecanismos de resposta
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imunologica. Na verdade, os efeitos deletérios e, possivelmente, mais importantes
poderfio estar relacionados com a prépria resposta imune do hospedeiro aos antigénios
apresentados pelos microrganismos ¢ a problematica da incidéncia, cada vez mais
alargada, de bactérias resistentes aos firmacos comummente administrados. Ainda que
nfio existam muitas evidéncias de que as condi¢Oes sistémicas constituam os factores
primérios na etiologia da doenga periodontal, estas seguramente contribuem para a
alteragio da satide periodontal (Toledo, 1996). Contudo, muitos investigadores
evidenciaram a importancia dos microrganismos na instauragfio e progressio da doenga
periodontal (Slots, 1977, Socransky ef al., 1988, Dahlén ef al., 1992 ¢ Ximenez-Fyvie et
al., 2000).

No que respeita a prevaléncia ¢ 4 severidade da doenga, estas aumentam com a
idade, reflectido pela perda do osso alveolar (Newman ef al., 1978). Embora a placa
bacteriana seja essencial para o inicio e para a progressdio da periodontite, a quantidade
¢ os tipos de bactérias presentes nfio sio suficientes para explicar as diferengas no que

respeita ao grau de severidade da doenga.

A placa bacteriana pode ser definida como uma pelicula nfo calcificada, que
apresenta forte adesfio as superficies dentdrias, resistindo desta forma a presenga do
fluxo salivar. O termo biofilme é usado para denominar uma comunidade microbiana
estruturada, suspensa numa matriz exopolissacaridica, que adere a uma superficie
(Wilson, 2001). A associagfo dos microrganismos em biofilmes constitui uma forma de
protecgdo ao seu desenvolvimento, fomentando relagSes simbidticas ¢ permitindo a sua
sobrevivéncia em ambientes hostis. O biofilme constitui deste modo um depdsito
bacteriano e de constituintes salivares, com um crescimento continuo, sendo
considerado a principal causa de doengas como a carie e a periodontite, infecedes peri-

implantares e estomatites (Rosan ¢ Lamont, 2000).
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A arquitectura microscopica da placa bacteriana j& estd bem definida.
Caracteriza-se pela sua permeabilidade devido a sua porosidade, permitindo assim que a
saliva, o fluido gengival ¢ os fluidos da dieta alimentar se infiltrem na mesma (Genco ef
al, 1997). O facto de os microrganismos estarem envolvidos na etiologia da doenga
periodontal tem sido alvo de estudo por inumeros investigadores, no entanto, a
identificagio completa de todos agentes microbianos envolvidos com esta doenga ainda
nfio est4 totalmente definida. Estima-se que aproximadamente 500 espécies bacterianas
habitem a cavidade bucal (Moore e Moore, 1994; Socransky e Haffajee, 1994 ¢ Wilson
et al, 1997), sendo a maioria destas comensais ¢ uma pequena porgdo patogénicas
oportunistas, causadoras também de doencas sistémicas (Paster et al., 2001). Segundo
Marsh ef al. (1994), a composigio da placa bacteriana pode permanecer estavel devido a
uma variedade de interacgdes entre as espéeies constituintes. Tem também sido sugerido
que a placa supragengival pode afectar a composigho da placa subgengival pelo facto de
poder facultar nutrientes, mantendo desta forma o meio anaerdbio ¢ facilitando a unifio
de microrganismos (Kornman, 1986). A primeira apresenta espécies bacterianas
morfologicamente distintas da superficie dentaria ¢ a segunda ¢ frequentemente

caracterizada por uma zona de bactérias de Gram negativo (Listgarten, 1994).

As bactérias que colonizam as superficies dentérias sfio predominantemente
microrganismos Gram positivo facultativos, como o Actinomyces viscosus € ©
Streptococcus sanguis. Estes aderem a pelicula dentdria (Fig. 2) atraves de adesinas, que
interagem com receptores especificos. Outros mecanismos determinantes na
selectividade da colonizagio na pelicula dentdria incluem as adesinas fimbriais,
estruturas presentes na superficie de certas bactérias como o Actinobacillus viscosus,

que auxiliam na aderéncia bacteriana inicial (Cardoso e Gongalves, 2002).
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Fig. 2 - Microscopia electronica dos Streptococcus aderidos & mucosa oral. (Adaptado de:

Nester et o, 2000).

Relativamente 4 sucessdo ecolégica da placa bacteriana ocorre uma transigéo do
meio ambiente acrébio, inicialmente caracterizado por bactérias facultativas Gram-
positivo, para um meioc com escassez de oxigénio, com o predominio de
microrganismos anaerobios Gram negativo. Ja os factores de viruléncia da placa
bacteriana dependem da presenga ou do aumento de microrganismos especificos, que
produzem substéncias que intervém a destruigio dos tecidos do hospedeiro (Loesche e

Syed, 1978).

No entanto, e apesar da diversidade da comunidade de microrganismos
encontrados no interior da cavidade oral, ela ¢ caracterizada por um elevado grau de
estabilidade — homeostase microbiana (Ellen e Kuramitsu, 2000). Este equilibrio ¢
mantido, apesar dos mecanismos de defesa do hospedeiro e das tensdes ambientais

existentes, tais como, as mudangas do fluxo salivar, a dieta alimentar, as praticas
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regulares de higiene oral, e a exposi¢do a agentes antimicrobianos. Assim ¢ de grande
importincia a manutengfo desta estabilidade uma vez que garante que agentes

potencialmente nocivos permanegam em nimero reduzido (Ellen e Kuramitsu, 2000).

Em 1988, Socransky e seus investigadores, concluiram que as interacgdes
microbianas sdo importantes nas diferentes condigdes periodontais, podendo assim
resultar em saide ou doenca periodontal. Parece provével que certas associagdes
possam favorecer a colonizagiio de espécies potencialmente virulentas (associagdo
positiva), ou ainda, serem antagonistas a esta colonizagdo (associagdo negativa). Em
1996, Zambon descreveu os factores microbianos associados as doengas periodontais,
considerando o epitélio e o fluxo do fluido gengival como factores de protecgdo do
hospedeiro, a imunidade celular ¢ a rapida reposigio dos tecidos como meios que

dificultam a fixagfio dos possiveis periodontopatogénicos.

Diversos exames microbiolégicos podem ser aplicados no reconhecimento da
placa bacteriana, destacando-se entre elas as tecnicas de microbiologia classica:
microscopia 6ptica e electronica e a cultura bacteriana em meios de cultura distintos, 0s

testes imunoldgicos e as técnicas de Biologia Molecular (Paster ef af,, 2001).

O objectivo deste trabalho foi avaliar através de revisdo bibliografica, a
participagfio bacteriana em diferentes condigGes periodontais, os principais ensaios
microbiolégicos empregues em periodontia para a anélise dos componentes da
microbiota subgengival, bem como a implicagiio/aplicagio de fArmacos afectos a estas

doencas e seu perfil de susceptibilidade.
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III. PERIODONTITE E MICROBIOLOGIA ORAL

A Doenga Periodontal (DP) é uma infecgdo crénica, produzida por bactérias de
Gram negativo, com niveis de prevaléncia elevados (Petersen ¢ Ogawa, 2005), sendo
considerada a segunda maior causa de patologias dentéria. E entfio definida como uma
doenca multifactorial, que evolui continuamente, resultando numa resposta inflamatoria

¢ imune do hospedeiro 4 presenga de bactérias e aos seus produtos.

A sua progressdo é favorecida pelas caracteristicas morfologicas dos tecidos
afectados, o que a distingue de outras doengas infecciosas (Lindhe et al., 2003). As
manifestagSes clinicas da doenca estfio estritamente dependentes das propriedades

agressoras dos microrganismos ¢ da capacidade de reacgfio do hospedeiro a agressdo.

Embora o mecanismo de defesa mais importante resida na resposta inflamatéria
que se manifesta inicialmente como gengivite, as variagBes na eficcia protectora do
processo inflamatério e a patogenicidade das bactérias podem ser causas fundamentais
nas diferengas encontradas relativamente & susceptibilidade do individuo a Doenga
Periodontal. O processo inflamatério desencadeado pode culminar com a instalagio de
uma periodontite. Inicialmente ocorre um desequilibrio entre os microrganismos e as
defesas do hospedeiro que acarreta alteragbes vasculares e formagdio de inflamaco.
Clinicamente, esta fase pode manifestar-se com uma alteragio da cor da gengiva,
hemortragia e edema, sendo uma situago reversivel se a sua causa for eliminada. Esta
situacfio, definida como Gengivite, promove a fragilizagfo das estruturas, o que
possibilita um maior acesso dos agentes bacterianos agressores ¢/ou dos seus produtos
as areas subjacentes, podendo resultar na formagio de bolsas periodontais, com perda
6ssea € uma continua migrago apical do epitélio (epitélio longo de unifio). Este tipo de

epitélio oferece menos resisténcia aos agentes agressores, o que perpetua 0 processo
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inflamatério (Kaldahl et al., 1996). Este processo culmina com a destruicio dos

componentes do periodonto (American Academy of Periodontology, 1999).

No caso da Periodontite (Fig. 3), diferentes padrdes da doenga podem ser
detectados. Segundo Hirschfeld e seus colaboradores (1978), os padrdes de progressdo
da periodontite podem ser de trés tipos distintos: 1, periodontite «well mantained»
(caracterizada pelo aparecimento de sinais clinicos da patologia controlavel por uma
modalidade de tratamento conservador) ; 2. periodontite «downhill» (que se caracteriza
pela existéncia de sinais e sintomas, e controlavel pela combinagdo de tratamentos
conservadores e mais invasivos. Em alguns casos pode ser detectada alguma evolugéo e
progressio, sendo no entanto limitada) ; 3. periodontite «extreme downhilly (apesar das
terapéuticas instituidas este padrfio apresenta um cardcter altamente progressivo
podendo culminar com a perda dentéria, afectando aproximadamente 5 a 10 % dos

doentes).

Fig. 3 — Doenga periodontal. (a) Gengiva normal. (b) Doenga periodontal com inflamagéo.
(Adaptado de: Black, 1999).

A resposta imune de cada individuo tem um papel importante no inicio e
progressio desta doenga, como foi referido anteriormente, € pode ser influenciada por

factores de risco, biologicos e comportamentais (Kornman e Page, 2000). Em presenga
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de bactérias especificas, o hospedeiro inicia uma resposta de defesa que condiciona o
facto de ocorrerem ou ndo lesdes a nivel celular e tecidular. Esta resposta pode ser
inespecifica (inata), se se tratar do primeiro contacto com os referidos microrganismos,
ou especifica (adaptativa), quando j& ocorreu contacto prévio entre o hospedeiro ¢ os

agentes bacterianos (American Academy of Periodontology, 1999).

A presenca de bactérias e das suas toxinas estimulam neutrofilos, fibroblastos,
células epiteliais ¢ mondcitos. Os neutrdfilos libertam as metaloproteinases (MPM) que
tevam 2 destruigio do colagénio. As restantes células envolvidas promovem a libertagéo
de prostaglandinas (Pg), especialmente PgE2, que por sua vez induzem a libertacdo de
citoquinas, entre as quais interleucina 1 (Il1), interleucina 6 (Ile) e factor de necrose
tumoral (TNF), que conduzem & reabsorgdo Ossea aftavés da estimulagfio dos
osteoclastos. Estas células, ainda que indirectamente, levam também 4 lise do colagénio

por estimulagéo das MPM.

Em termos gerais, podemos diferenciar duas entidades distintas da Doenga
Periodontal dependendo da gravidade da mesma, a Gengivite € a Periodontite (Fig. 4).

A primeira é reversivel, ao contrdrio da segunda que ¢ irreversivel.
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Fig. 4- (a) Gengivite: alteragdo inflamatoria, neste caso, restrita aos tecidos gengivais.(Adaptado
de: http://www.lascalajr.com/gengivite.htm). (b)  Periodontite. (Adaptado  de:

http://sergiospagnuolo.com/1676.html?*session* id*key*=*session*id*val*).

Entende-se assim como gengivite uma inflamagdo resultante da presenca de
bactérias localizadas na margem gengival, podendo difundir-se por toda a unidade
gengival remanescente. A intensidade quer dos sinais quer dos sintomas clinicos podem
variar em fungéio dos individuos e dos locais numa dentigdo (American Academy of

Periodontology, 1999).

A periodontite corresponde uma lesdo inflamatoria de caracter infeccioso que
envolve os tecidos de suporte dos dentes. Apesar de apresentar as mesmas
caracteristicas clinicas da gengivite, esta ocorre quando as alteragdes patoldgicas
verificadas na gengivite progridem, observando-se no quadro clinico do paciente uma
destruicfio do ligamento periodontal e migragdo apical do epitélio de unido. Verifica-se
deste modo a existéncia de uma acumulagiio de placa bacteriana, ao nivel dos tecidos
mais profundos, causando uma perda de inser¢do por destrui¢fio do tecido conjuntivo e
por reabsor¢io do osso alveolar. Macroscopicamente, a gengiva apresenta-se
eritematosa com sinais de inflamagfio. No entanto, esta caracteristica pode ndo estar
presente, como acontece nos pacientes fumadores nos quais a vasoconstrigdo provocada
pelo tabaco simula auséncia de inflamagéio (American Academy of Periodontology,
1999).
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Segundo Tanner, Kent ¢ Maiden (1996), os microrganismos envolvidos na satde
periodontal eram predominantemente bactérias de Gram positivo, dos Géneros
Streptococcus e Actinomyces  (Streptococcus sanguis, Streptococcus — mitis,
Streptococcus oralis, Streplococcus gordonni e Actinomyces naeslundii). Algumas
espécies bacterianas encontradas como o Strepfococcus sanguis, a Veilonella parvula ¢
a Capnocytophaga ochracea foram propostas como sendo protectoras ou benéficas para
o hospedeiro, pelo facto de inibirem o crescimento de bactérias periodontopatogénicas

como o Actinobacillus actinomycetemcomitans (Socransky e Haffajee, 1992).

A placa bacteriana apresenta bactérias Gram positivo (Streptococcus sanguis,
Streptococcus — mitis,  Actinomyces  viscosus,  Actinomyces naesiundii ¢
Peplostreptococcus micros) e as Gram negativo Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia, Veillonella  parvula, ~ Haemophilus e  Campylobacter  spp
(Socransky e Haffajee, 1992).

Segundo Tanner, Kent e Maiden (1996), as espécies bacterianas associadas a
periodontite sfo: Actinomyces georgiae, Actinomyces naeslundii, Actinomyces israelli,
Actinomyces IG, Veillonella parvula, Capnocytophaga ochracea, Selenomonas noxia €
Prevotella nigrescens. Verificou-se, em individuos portadores de gengivite, quantidades
reduzidas de Actinobacillus actinomycetemconiitans, presenga de Caprocyfophaga
gingivalis e Eikenella corrodens € um forte aumento de Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia, € Wolinella recta. Em alguns quadros de gengivite foram ainda
observadas a presenca de Streplococcus anginosus, Campylobacter concisus,
Treponema socranskii subsp. paredis, Actinobacillus naeslundii Ill, e Streptococcus

sanguis I (Kolenbrander et al., 1994).

Em quadros clinicos de individuos portadores de periodontite foi observada a

presenga comum de espécies bacterianas como Porphyromonas gingivalis, Eubacterium
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nodatum, Eubacterium timidum, Eubacterium brachy e Peptostreptococcus anaerobius
(Moore e Moore, 1994). Nas bolsas periodontais, a localizagfo ou distribuigdo dos
microrganismos patogénicos pode estar relacionada com a destruigio periodontal. Noiri
et al. (2001) descreveram a presen¢a de bactérias do tipo Prevotella nigrescens na
fraccfio média das bolsas periodontais (tecido epitelial), presenga de Fusobacterium
nucleatum e Treponema denticola (em superficies da placa dentaria ndo aderida),
Eikenella corrodens (relacionada com a zona de placa aderida) e Actinobacillus

actinomycetemcomitans, na porgo apical da bolsa.

A microbiota preponderante na porgdo apical da bolsa periodontal (25,1% de
bactérias Gram positivo) difere da microbiota encontrada no sulco gengival saudavel
(85% de bactérias de Gram positivo). Quanto a presenga de bactérias anaerdbias estdo

descritas, respectivamente, 89,5% ¢ 24,3% das bactérias isoladas.

De todos os bacilos Gram positivo anaerébios isolados, 78,4% encontram-se
localizados nas bolsas profundas ¢ 19,9% no sulco sauddvel. Pode assim inferir-se que a
inflamagfio gengival iniciada pela placa supragengival pode produzir condigdes

favoraveis a colonizagiio de bactérias Gram negativo (Slots, 1977).

As bolsas periodontais profundas nfio sfio por si sé pré-requisitos para o
desenvolvimento de Porphyromonas gingivalis, uma vez que a sua ocorréncia ¢ elevada
em individuos sem doenca periodontal (Dahlén ef al., 1992). Percentagens mais
elevadas de Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus e espécies de Prevotella,
Fusobacterium, Campylobacter e Treponema sido tdo prevalentes tantos em amostras
supra como subgengivais, em individuos com periodontite (Ximenes-Fyvie ef al.,
2000).
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Em pacientes com periodontite, foram avaliadas as proporgdes de individuos que
apresentaram resultados positivos para Porphyromonas gingivalis (93,5%), Prevotella
intermédia  (91,6%),  Bacteroides  forsythus  (98,0%), e Actinobacillus
actinomycetemecomitans (81,4%) (Rubira ef al, 1996). A Prevotella intermedia foi
indicada como o principal patogénico para o desenvolvimento de doengas periodontais

(Raber ef al., 1994),

Em 1988, Socransky et al. evidenciaram que a doenga periodontal destrutiva
pode depender da compatibilidade da natureza do hospedeiro ou de espécies bacterianas
benéficas que favoregam a colonizagdo de outras espécies. O Streptococcus sanguis, o
Streptococcus uberis ¢ Actinomyces viscosus inibem o crescimento in vitro do
Actinobacillus actinomycetemcomitans ¢ o mecanismo sugerido para esta inibig#o,

parece ser a formagfo de peroxido de hidrogénio.

Schlegel-Bregenzer et al. (1998) mediante os seus ecstudos conducentes a
avaliagio da microbiota supra e subgengival, através de metodologias microbiologicas
classicas e através de sondas de DNA, verificaram que a placa supragengival de
individuos com gengivite e periodontite apresentava Prevotella nigrescens, Bacteroides
forsythus ¢ Porphyromonas gingivalis. Pelo método cultural, a placa subgengival
apresentava Prevorella intermedia e Prevotella nigrescens. Pelo método da sonda de
DNA foram ecvidenciados elevadas percentagens de Bacteroides forsythus,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia ¢ Treponema denticola, tanto na placa
supragengival quanto na placa subgengival, de individuos com gengivite e periodontite.
Comparando a microbiota subgengival de individuos saudaveis, com gengivite e com
periodontite inicial observou-se que pelo método de cultura Bacteroides forsythus,
Campylobacier rectus, Selenomonas noxia, Actinomyces naeslundii e Streptococcus
oralis foram espécies predominantes associadas & periodontite. Actinomyces naeslundii,
Campylobacter gracilis ¢ Bacteroides forsythus (em menores niveis que na
periodontite) foram predominantes na gengivite. Fspécies associadas com satde,

Streptococcus oralis e Actinomyces naeslindii e Actinomyces gerencseriae. A sonda de
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DNA identificou médias mais altas de Bacferoides forsythus € Campylobacter rectus na
periodontite. Porphyromonas gingivalis ¢ Actinobacillus actinomycetemcomitans foram

detectados menos frequentemente, nos individuos estudados (Tanner ef al., 1998).

Segundo alguns autores o Fusobacterium nucleatum ¢ a espécie mais
frequentemente isolada a partir da cavidade oral. Caracteristicamente, ¢ um bacilo de
Gram negativo anaerdbio, niio formador de esporos e imével (Bolstad et al, 1996). A
heterogeneidade encontrada no F. nucleatum ¢ evidente, sendo conhecidas cinco
subespécies desta estirpe: F. nucleatum subespécie nucleatum, F. nucleatum subespécie
vincentii, F. nucleatum subespécie polymorphum, F. nucleatum subespécie fusiforme e
F. nucleatum subespécie animalis (Dzink et al, 1990, Gharbia e Shah, 1992 ¢

Jousimies-Somer, 1997).

Esta bactéria actua como uma ponte entre os primeiros e os ultimos
colonizadores da placa dentaria e pode coagregar-se com muitas espécies encontradas
na cavidade bucal, incluindo os patogénicos periodontais (Kolenbrander ef al, 1989,
Kinder ef al, 1986, Takemoto et al, 1995 ¢ Bradshaw ef al, 1989). A proporgio e
ntmero de isolados de F. nucleatum apresenta-se mais relevante em individuos com
tecidos periodontais comprometidos. Durante as infec¢Bes periodontais, F.nucleatum
torna-se uma das espécies anaerébias mais abundantes (Moore ¢ Moore, 1994). No
entanto, o papel patogénico de F. nucleatum na doenga periodontal ¢ provaveimente
mascarado uma vez que também é uma bactéria passivel de ser isolada de individuos
saud4veis (Ximenez-Fyvie, 2000). Para além disso, os factores de viruléncia que fhe
estio associados sdo menos estudados do que os de outras bactérias conhecidas como

factores etiolégicos em doengas petiodontais (Bolstad ef al, 1996, Kononen ef al, 2003).

As estirpes de F. nucleatum revelaram resisténcia a eritromicina (Walker ef al,

1979). Todavia, apesar da maioria das estirpes revelar sensibilidade as penicilinas,
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foram ja reportados alguns isolados resistentes, produtores de B -lactamases (Richard ef

al, 2006, Nyfors et al, 1999 e 2003 e Tuner et al, 1985).

Na Fig. 5 abaixo estio indicados os perfis de colonizagfio bacteriana nos dentes

saudéveis e nos dentes de doenga periodontal.
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Fig. 5- Perfis de colonizagdo bacteriana em dentes saudaveis e na doenga periodontal.

(Adaptado de: Ghannoum e O'Toole, 2004).

A suspeita de associagfio entre algumas patologias sistémicas ¢ patologias da
cavidade oral é antiga. Neste contexto, na Tabela 1 as possiveis relagdes entre a Doenga
Periodontal e as varias Patologias Sistémicas que a ela tém vindo a ser associadas, como
sejam a Diabetes Mellitus, as Doengas Cardiovasculares, as Infecgdes Respiratorias, a

Artrite Reumatoide e a ocorréncia de Partos Prematuros.
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Tabelal: Associagdo entre a doenga Periodontal ¢ algumas Patologias Sistémicas.

D Agentes Etiolégicos Observagdies / Outros Referéncias
oenga
envolvidos factores envolvidos Bibliografica
Parece existir uma
possibilidade do tratamento
. . periodontal em pacientes Faria-Almeida
DIABETES MELLITUS  Sem especificagio S
diabéticos, resultar numa et al, 2006
melhoria do controlo
metabélico
" P 1
Porphyromonas ode estar associada ao Haraszthy ef dl,
gengivalis aumento dos niveis de 2000;
. , 6-infl brios: .
DOENCAS Prevotella infermedia, marcadores pré-inflamatonos: — y o, qaros ef
Proteina C-Reactiva, IL-6,
CARDIOVASCULARES  Tannerella forsythensis al, 2005 e
fibrinogénio e leucdcitos /
Actinobacillus Seymour ef a:,
actinomycefemcomitans 2003).
Acgo de enzimas associadas
a Doenga Periodontal que
INFECCOES Porphyromonas promovem a ades@o e a Terpenning ef
RESPIRATORIAS gingivalis colonizagdo de bactérias, al, 2001
passiveis de causar doengas
respiratdrias
Avaliagiio de mediadores
inflamatérios: factores
ARTRITE reumat6ides, prostaglandinas, Hirschfeld ef af
wschiteld ef ai,
Sem especificagdo ICTP (type I carboxy terminal
REUMATOIDE . ) . 1978)
peptide) e proteina C reactiva,
possibilita apreciagiio de
ambas as patologias
Sintese de PGE2 e TNF-a
Bactérias pelas células corio-amnidticas
) induzidas pelos
PARTOS predominantemente ' ) Offenbacher ef
. lipopolissacarideos (LPS)
PREMATUROS anaerdbias e de Gram al, 1998

negativo

oriundos da infecgio
periodontal, disseminados pela

corrente sanguinea
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1IV. METODOS DE DIAGNOSTICO 1LABORATORIAL DAS

PERIODONTITES

Um dos mais importantes avangos no campo da microbiologia associada a
doenca periodontal é o conceito de especificidade, o qual atribui a cada entidade clinica
um grupo especifico de patogénicos (Newman e Nisengard, 1994). Para alguns
microrganismos, tais como o Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides
forsythus e Porphyromonas gingivalis as evidéncias sdo amplas quanto a sua
especificidade e por isso considerados agentes etiologicos das periodontites (Zambon,
1996). Baseados nas evidéncias que implicam certas espécies microbianas como
patogénicos petiodontais tém sido usados vérios ensaios laboratoriais para a detecgio ¢
a quantificacfio relativa das bactérias presentes nas amostras das placas bacterianas dos

pacientes (Zambon ¢ Haraszthy, 1995).

Quando utilizados correctamente, os testes de diagnostico microbioldgico podem
ser decisivos para identificar quais os factores de risco para a doenga, avaliar a
severidade da doenga, efectuar um prognostico e seleccionar os férmacos
antimicrobianos a administrar. Assim, um ensaio ideal para o uso clinico deveria ser

rapido, simples e de custo relativamente baixo (Nisengard ef af, 1992).

Acresce que poucos sdo os estudos detalhados que referem o cultivo e
isolamento laboratorial destes microrganismos, uma vez que estes apresentam um

crescimento lento e de dificil tecnologia.

Vérias tecnologias laboratoriais contribuem para o diagnostico laboratorial,

nomeadamente:
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i. MICROSCOPIA DE CAMPO ESCURO E CONTRASTE DE FASE

O exame microscopico das amostras permite a detecgdo da forma, tamanho e
mobilidade dos microrganismos sem diferencia-los ao nivel da espécie. A microscopia
de campo escuro ¢ a de coniraste de fase determinam a percentagem relativa de
microrganismos presentes ¢ tém a capacidade de avaliar as bactérias méveis, no entanto,
como a maioria dos patogénicos da doenga periodontal sfio bastonetes imoveis, tais

técnicas apresentam um uso limitado (Carranza ¢ Newman, 1997).

ii. EXAMES CULTURAIS EM AEROBIOSE E ANAEROBIOSE

Nesta técnica, as amostras da placa bacteriana devem ser obtidas das bolsas
periodontais do paciente, homogeneizadas e semeadas em varios tipos de meios de
cultura e incubadas em condicSes de aerobiose e anaerobiose (85% de nitrogénio, 10%
de hidrogénio e 5% de gés carbonico) (Fig. 6). Apds um periodo de incubacéo
adequado, as placas sdo examinadas ¢ as colonias isoladas subcultivadas em meios de
cultura diferenciais para a identificagiio das espécies e para a realizagdio dos testes de
susceptibilidade aos antibi6ticos (American Academy of Periodontology, 1994).
Todavia, esta técnica apresenta-se bastante dispendiosa ¢ morosa, sendo necessario
pessoal com formagdo especializada para a sua excougdo (Listgarten, 1983). Advém
ainda como factores limitantes associados, a dificuldade de crescimento de algumas
bactérias em meio de cultura devido as suas exigéneias nutricionais, a perda de
viabilidade dos microrganismos durante o transporte e a sua cultura ¢ identificagdio

apenas ao nivel da espécie (Zambon, 1995).
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iii.

Fig. 6 — Panela Gaspak com ambiente anaerobio para o crescimento bacteriano.

ENSAIO ENZIMATICO — BANA

Técnica répida e pouco dispendiosa que detecta grupos bacterianos da placa
bacteriana, através dos perfis enzimaticos dos microrganismos da placa bacteriana.
Segundo Loesche er al, (1990) , Porphyromonas gingivalis, Bacteroides fosythus e
Treponema denticola apresentam em comum uma enzima semelhante & tripsina
(trypsin-like) cuja actividade pode ser avaliada pela hidrélise do substrato N-Benzoil-
dL-Arginina-2-Naftilamina (BANA). Assim, com a utilizagdo deste teste podemos

confirmar a presenga de uma ou mais espécies bacterianas acima descritas.

18



[Periodontite: Clinica, Diagndstico e Tratamento)

iv, MARCADORES B10QUIMICOS

As alteragdes que ocorrem nos tecidos periodontais com lesdio podem ser
detectadas bioquimicamente, antes do diagndstico clinico das lesGes (American
Academy of Periodontology, 1994). Assim a detecglio de factores derivados do
hospedeiro podem auxiliar na identificagio de locais periodontais com risco de
progressdo futura; nomeadamente os componentes existentes no sulco gengival, como
as enzimas libertadas pelo hospedeiro (colagenase, elastase e glucoronidase) ¢ os
mediadores quimicos de inflamagfo (intetleucinas - IL1, IL6 e IL8 ¢ o factor de necrose

tumoral -TNF) (Meyer et al, 1994).

V. TECNICAS IMUNOLOGICAS

Incluem reacgdes onde se utilizam anticorpos policlonais ou monoclonais
especificos para antigénios bacterianos ou para factores de viruléncia dos
microrganismos. S#o vantajosos na identificagio de microrganismos presentes em
amostras da placa bacteriana subgengival dos pacientes que apresentam quadro de
periodontite (Genco et al, 1997). Nesta categoria enquadram-se as técnicas de

imunofluorescéncia, ELISA, aglutinagio e citometria de fluxo.

Nas técnicas de imunofluorescéncia utilizam-se anticorpos especificos marcados
para determinados patogénicos periodontais. A reacgdo dos anticorpos com 08
antigénios bacterianos pode ser detectada pela marcagio directa do anticorpo com uma
substancia fluorescente (Imunofluorescéncia directa) ou através da utilizagio de um
segundo anticorpo marcado (Imunofluorescéncia indirecta) (Listgarten, 1994). A

imunofluorescéncia associa a sensibilidade e a especificidade de um ensaio imunolégico

19



[ Periodontite: Clinica, Diagndstico e Tratamento]

com a visualizagdo ao microscopio de fluorescéncia permitindo assim a identificagfo de

certos microrganismos presentes na placa bacteriana (Nisengard e Newman, 1994).

A falta de especificidade do teste ¢ grande, pois podem ocorrer reacgdes

cruzadas com outros microrganismos que habitam o interior das bolsas periodontais.

Na técnica ELISA detecta antigénios ou anticorpos e permite a aplicagio de
téenicas directas e indirectas. Esta reacgfio é sensivel, relativamente economica e tem
sido desenvolvida para utilizagio directa em consultérios odontoldgicos (Nisengard e
Newman, 1994). As amostras do paciente sfo incubadas em recipientes especificos para
que haja a formaglio de complexos antigénio-anticorpo. A adi¢io do anti-soro
conjugado a uma enzima catalisa a reacgho colorimétrica que permite a detecgfio do

primeiro anticorpo (Listgarten, et al, 1983) e a sua quantificagdo.

Nas técnicas de aglutinagio usam-se microesferas de latex cobertas com
anticorpos especificos para determinados patogénicos periodontais. Existem dois tipos
de teste: a técnica directa e a inibigho de aglutinagio. A técnica directa é a mais
vulgarmente aplicada, na qual ocorre aglutinagdo, que equivale a um resultado positivo,
aquando do contacto das microesferas cobertas com anticorpos com os antigénios
bacterianos. Em contrapartida, o teste de inibigio da aglutinagfio exibe como resultado
positivo a nfio aglutinagdio aquando do contacto entre antigénio e anticorpo. Dada a sua
facil realizaclio e rapidez na obtengfio dos resultados , estes testes exibem um grande
potencial para o uso rotineiro na detecgdo de patogénios periodontais (Carranza e

Newman, 1997).

A Citometria de Fluxo também tem sido aplicada na identificagio de

microrganismos orais. O procedimento envolve a reacgio de bactérias da placa com
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anticorpos especificos marcados com fluoresceina. Utiliza-se um citémetro de fluxo, o
qual incide raios laser na suspensdio obtida pela placa bacteriana e anticorpos especificos
para as bactérias da placa. As células dispersam a luz em diferentes angulos que sdo
medidos por detectores apropriados. Como cada tipo de célula possui um padrdo e um
volume de reflexdo caracteristicos, pode-se assim identificar os microrganismos
desejados (American Academy of Periodontology, 1994, Nisengard e Newman, 1994 ¢
Genco et al, 1997).

vi. ANALISE DE DNA E RNA

Estas técnicas baseiam-se na capacidade de hibridagdo de fragmentos de DNA
com sequéncias complementares de outros DNA ou RNA. Devido 2 alta sensibilidade e
especificidade, estas técnicas sdo importantes na detecgio de patogénicos de dificil
cultivo, microrganismos que compdem uma microbiota mista ou ainda aqueles

presentes em nimero reduzido (Carranza ¢ Newman, 1997).

A) SONDASDE DNA

Sondas sdo fragmentos de DNA seleccionados que contém sequéncias
nucleotidicas especificas e usadas para detectar a presenga de uma sequéncia de DNA
complementar numa dada amostra (Melvin ef al, 1994). As sondas de RNA ribossémico
sdo utilizadas para estudar as regides de hipervariabilidade de RNA 168, caracteristicas
de cada uma das diferentes espécies bacterianas da placa dentéria (Loesche, 1992). A
visualizacio da sonda é possivel pela sua marcagio com elementos radioactivos,
fluorescentes ou enzimaticos (Fig. 8). O DNA obtido a partir da amostra colhida do

sulco gengival ¢ desnaturado em cadeia simples e entdo combinado com as sondas
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marcadas, obtidas a partir de um microrganismo conhecido. A hibridagdo das sondas,
com o DNA das amostras colhidas permite a identificagdo dos agentes etiolégicos da
infecgfio. A intensidade da reac¢fio aumenta proporcionalmente ao nimero de

microrganismos, presentes, permitindo assim sua quantificagdo na amostra (Melvin ef
al, 1994).

Hibridagdo de Acidos Nucleicos

WL

¥ DNA denaturation

Fig. 7 — Hibridag#o de DNA alvo com sondas marcadas de DNA.

B)  POLIMERASE CHAIN REACTION (PCR)

O mais sensivel de todos os testes microbioldgicos, capaz de detectar um Gnico
microrganismo, baseia-se na analise de 4cidos nucleicos. Um segmento de DNA alvo
delimitado por dois primers oligonucleotidicos ¢ amplificado por uma DNA polimerase
termo-estavel. A amplificagio do DNA ocorre in vitro por amplificagdes em ciclos
sucessivos. Cada ciclo envolve a desnaturagdo do DNA alvo, a sua hibridizagdo com
primers complementar do DNA alvo e a sintese das sequéncias compreendidas entre 0s

dois primers, com a intervengfio da taq polimerase (Fig. 8). Ao fim de 30 ciclos
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sucessivos originam-se milhdes de moléculas do DNA alvo, o qua pode ser

caracterizado por electroforese em gel de agarose (Zambon e Haraszthy, 1995).

Reaction mixiure containg Target DNA

target DNA sequence to be @
ard beat-stable Tag :

polymerase P @ P2
Heat reachion mixture to 35°C to

1o complementary M.
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farget DNA.
Coclto 37°C o aliow L assaEaanRERRRERERREY
primers to hybricize .m'ﬂ' 4)

First cycle

”H”;__, .mmmm

Heal lo 72°C. Taqpolymerase exiends
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Fig. 8 — Esquema da reacgdo de amplificagdo de DNA por PCR.
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C) SEQUENCIACAO DO GENE 16 S rRNA

Apds amplificagdo do gene 168 tRNA a partir das amostras primarias, ou a
partir das colénias bacterianas obtidas pelos métodos culturais tradicionais, a
sequenciacio do gene 168 rRNA permite a identificagiio das estirpes bacterianas (Zucol

et al., 2006).

Sendo universal, o gene 16S tRNA permite estabelecer relagSes entre todas as
bactérias. A sequenciagfio de primers de 500pb deste gene permite diferenciar espécies,
s6 sendo requerida a sequéncia dos 1500pb do gene 168 tRNA quando for necessdrio

diferenciar espécies filogeneticamente proximas (Clarridge, 2004).

Este método parece ser mais indicado para o diagndstico microbiano da cavidade

oral, tornando possivel a identificagfio de novos agentes microbianos.

D) SUSCEPTIBILIDADE DOS  AGENTES ETIOLOGICOS  DAS

PERTIODONTITES AOS ANTIBIOTICOS

Uma vez isolado o agente etioldgico das periodontites é possivel realizar os
testes de susceptibilidade dessas estirpes aos diversos antibioticos, in vifro, 0 que
vulgarmente se designa por antibiograma. Estes testes podem ser realizados por
métodos de difusio, usando discos de papel impregnados com diversos antibidticos ou

usando o €-teste que permite calcular o CMI (ug/ml) (Fig.9).
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Fig. 9 — Exemplo de testes para o antibiograma (métodos dos discos de papel a esquerda e o €-

teste a direita).

Apbs a realizagio do antibiograma o médico dentista deve prescrever um
antibiético eficaz, com poucos efeitos secundarios e baratos. A opgo terapéutica podera

estar também condicionada quando os doentes co-administram outros farmacos.

Torna-se assim importante conhecer as caracteristicas dos principais grupos de

antibiéticos a usar em medicina oral.
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V. ANTIBIOTICOS E ANTIMICROBIANOS

Inicialmente, a denominagfio de antibidtico era usada para descrever uma
substancia, produzida ou derivada principalmente a partir de alguns fungos, bactérias e
outros organismos, que poderiam destruir ou inibir directamente o crescimento de
outros microrganismos. Mais tarde, esta designagfio apresenta um conceito mais

abrangente, incluindo substancias sintéticas ou semi-sintéticas.

O primeiro antibiético, a penicilina, foi descoberto em 1928 por Sir Alexander

Fleming, a partir de culturas de Penicillium notatum. (Fig.10)

Fig.10- Em 1928, A.Fleming descobre o fungo Penicillium notatum produtor de penicilina.

A descoberta dos antibidticos e a sua utilizago no tratamento de doengas
infecciosas constitui um dos maiores avangos da medicina no século XX. Contudo, com

a utilizagfio exercida em larga escala pela antibioterapia promoveu-se 0 aumento da
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pressdo selectiva e, consequentemente, a incidéncia de estirpes resistentes (Sousa,
2006).

Os agentes antimicrobianos podem ser divididos em dois grupos: agentes
bactericidas, os que eliminam bactérias; e agentes bacteriostaticos, que inibem a
multiplicagiio bacteriana sem elimind-las. Verifica-se que estes agentes inibem o
crescimento ou erradicam microrganismos através de variadissimos mecanismos. De
uma forma geral, o seu mecanismo de acgdio contra bactérias envolve a parede celular,

os ribossomas, a membrana citoplasmatica ¢ replicagfio de dcidos nucleicos.

i ANTIBIOTICOS NA PRATICA ODONTOLOGICA: CONSIDERACOES

GERAIS

Como referido anteriormente, a periodontite ¢ a gengivite sfio doengas dentarias
mediadas por biofilmes (Pennisi, 2005 ¢ Sbordone e Bortolaia, 2003). A remogéo
mecanica do biofilme dentirio, normalmente, € por si s6, mas nem sempre, suficiente
para o controle destas doengas. Assim, a aplicagiio quimioterdpica pode por vezes

complementar a acgfio mecanica.

Aos profissionais de medicina dentdria, por lei, é-lhes concedido o direito de
prescrever uma bateria de antibioticos na pratica odontolégica. Em geral, a prescrigdo
antimicrobiana ¢ justificada por: (1) ajuda terapéutica num tratamento cirdrgico
provocado por uma infecgio aguda ou cronica, (2) terapéutica para o tratamento de

doengas infecciosas activas, por exemplo, gengivite ulcerativa aguda, € (3) profilaxia de
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prevencdo de infecgBes metastaticas, como a endocardite bacteriana (Longman e

Martin, 1999 e Tong e Rothwell, 2000).

A terapia simples ou combinada adquiriram uma importincia crescente na
pritica odontolégica, contudo, sempre que possivel, um tnico farmaco deve ser
prescrito de forma a reduzir a incidéncia de efeitos colaterais e os custos da terapéutica.
A prescrigiio de antibiéticos deve ser baseada em testes microbioldgicos para algumas
doencas clinicamente diagnosticadas: periodontite agressiva, periodontite crénica grave,
periodontite manifestando uma progressiva perda de controlo apesar do tratamento
adequado, e periodontite severa associada a doencas sistémicas, como por exemplo, o

virus da imunodeficiéncia humana (Krigar et al, 2007).

Dados bibliograficos demonstram que sfo utilizadas vérias classes de agentes
antimicrobianos (Slots e Ting, 2000, Epstein ¢ Chong, 2000). No que respeita a
teraputica empirica, devem ser consideradas as caracteristicas farmacolégicas do
firmaco, a seguranga para o paciente, o agente infeccioso provavel, e do custo do
medicamento. No entanto, a atitude parece ser tendenciosa em direcgdo a determinadas
classes de antimicrobianos, principalmente para as penicilinas e o metronidazol (Epstein

e Chong, 2000 e Palmer ef alf, 2000).

A maioria das infec¢Bes orais existentes sfo polimicrobianas devido ao
envolvimento de bactérias Gram positivo e Gram negativo, tanto anaerébias como
aerobias. Focar-se-4 de seguida, uma descrigio dos farmacos mais prescritos na pratica

odontolégica.

28



| Periodontite: Clinica, Diagndstico e Tratamento|

a)  AGENTES B-LACTAMICOS

A produgio em massa desta classe de agentes antimicrobianos iniciou-se em
1939, quando foi efectuado um esforgo conjunto pela Gra-Bretanha, Canada e Estados
Unidos para produgfio em massa de penicilina para o exéreito. Quatro tipos moleculares
de B-lactimicos sdo utilizados na clinica: penicilinas, cefalosporinas, monobactames e

carbapenemos (Fig.11 ).

Classes de antibioticos B-lactamicos

Catbapenemos

Fig.11- As quatro classes antibidticos p-lactdmicos.

As penicilinas sfio os agentes antimicrobianos mais amplamente utilizados em
medicina dentéaria, sobretudo as de absorgfio oral, nomeadamente as aminopenicilinas

(Sousa, 2006).

29



[Periodontite: Clinica, Diagndstico e Tratamento]

Os P-lactamicos sfo antibi6ticos anti-parietais, inibidores da biossintese do
peptidoglicano. A interacgfo entre o antibidtico e o seu alvo PBPs (Penicillin-Binding-
Proteins) requer a integridade do anel B-lactdmico da molécula (Fig. 12) o que ndo €

possivel quando as bactérias sfio produtoras de B-lactamases (Fig.13) (Sousa, 2006).
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Fig.12- Mecanismo de acgéio dos
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A maioria dos anaerébios estritos da cavidade oral sfio produtores de [-
lactamases, pelo que é de aconselhar a utilizagio de aminopenicilinas associadas a

inibidores das B-lactamases (como o acido clavuldnico) (Fig.14) (Sousa, 2006).
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Aminopenicilinas
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Fig.14- As aminopenicilinas associadas a inibidores das B-lactamases recuperam a sua

actividade contra bactérias produtoras de p-lactamases.

A amoxicilina é o antibiético mais largamente utilizado, geralmente associado
ao 4cido clavulanico. Apresenta uma boa absor¢do oral, atingindo-se elevados niveis

séricos do antibidtico (Fig.15). E também frequentemente utilizado na profilaxia da

endocardite bacteriana (Sousa, 2006).
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Nos doentes alérgicos a penicilina ter-se-& de recorrer a outros grupos de
antimicrobianos, nomeadamente tetraciclinas, macrdlidos, lincosamidas ¢ metronidazol

(Sousa, 2006).

b) METRONIDAZOL (Fig.16)

Metronidazol

H——C

Fig.16- Estrutura quimica de metronidazol.

O metronidazol foi introduzido em meados dos anos 1950 e era inicialmente
usado no tratamento da tricomoniase, tendo-se verificado mais tarde a sua actividade
antibacteriana. £ um potente inibidor de microrganismos com um metabolismo
anaerdbio. Este composto reduzido interactua com o DNA, destabilizando o seu

enrolamento e provocando consequentemente a morte celular (Sousa, 2006).
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O farmaco, frequentemente em associagfio com penicilinas, ¢ indicado para o tratamento
da gengivite ulcerativa necrosante aguda ¢ de infecgbes odontolégicas que variam entre

moderadas a severas (Richard et af, 2006 e Samaranayake, 2006).

Apresenta o inconveniente da sua administragiio ser incompativel com o dlcool,
provocando o efeito dissulfiram. Estudos revelam também que o seu uso juntamente

com outros farmacos neurotéxicos pode aumentar a sua toxicidade (Sousa, 2006).

¢)  TETRACICLINAS (Fig. 17)

Tetraciclinas

OH 0O OH ©

OH ﬁ
C—NH,
OH
?
HaC O N(CH, ),
Tetracycling
Tetracycline Substituents at position number : Fig.17- Estrutura quimica das
preparation b & 7 icli
Chlortetracycline ~CHy;i—CH  —CI tetraciclinas.
Oxytetracycline —OH  —CH,;--OH
Demeclocycline ~QH !
Methacyeline ~0OH  =CH,
Doxycycline ~-0H  —CHj

Minoeycline ~MN{CH3lp
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As tetraciclinas sfio fAirmacos bacteriostaticos, de largo espectro, € que se ligam a
subunidade ribossomal 308, inibindo especificamente a ligacdo das sintetases do
aminoacil-RNA, aos locais de ligagio ribossomicos, impedindo assim a sintese proteica
(Samaranayake, 2006).

A tetraciclina, a doxiciclina e a minociclina sdo os membros desta familia de
antibidticos mais conhecidos. Em odontologia, as tetraciclinas sfio usadas com algum

sucesso como coadjuvantes no tratamento periodontite aguda (Samaranayake, 2006).

As tetraciclinas quelatam Ca' e Mg'", o que vai condicionar a sua actividade
antibacteriana, depositando-se no tecido calcificado, ou quando sio co-administradas

com medicamentos contendo estes i0es (como sdo exemplo os anti-dcidos) ou com o
leite. (Sousa, 2006)

Para além da actividade antibacteriana, cstes farmacos apresentam também
propriedades anti-inflamatdrias, antitumorais, imunosupressoras, supressdo da produgio
de anticorpos nos linfécitos, redugiio da fungfio fagocitica em leucdcitos
polimorfonucleares e redugfo da quimiotaxia de leucédcitos e neutrdfilos. Sdo ainda
activos como inibidores da actividade da lipase ¢ da colagenase (Roberts, 2002, Golub

et al., 1998 ¢ Ryan ¢ Ashley, 1998).
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Dos principais inconvenientes apontados para as tetraciclinas destacam-se a
intolerdncia gastrica, hipersensibilidade, fototoxicidade (Fig.18), nefrotoxicidade,
efeitos hematoldgicos, reagdes hepaticas, efeitos no sistema nervoso central e efeitos
locais como o seu depédsito no esmalte dos dentes devido ao seu tropismo para os ides
célcio (Sousa, 2006).

Criangas ou mulheres Gravidas Fototoxicidade

B\

Fig.18- Efeitos fototoxicos das tetraciclinas.

d) MACROLIDOS E LINCOSAMIDAS (Fig.19)
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Os macrolidos, lincosamidas e estreptograminas de classe B (MLS) sdo
farmacos estruturalmente diferentes mas funcionalmente semelhantes. Apresentam
efeito bacteriostatico exercendo a sua acglo por interferirem com a sintese proteica

(pela sua ligagio a subunidade ribossomal 508) (Roberts, 2002).

Sio membros da familia dos macrélidos a eritromicina, a claritromicina, a
azitromicina e a espriramicina (Rovamicina®). Os macrélidos apresentam actividade

contra estreptococos, estafilococos, € alguns anaerdbios orais (Richard ef al, 2006).

A clindamicina ¢ uma lincosamida e é eficaz contra espécies de bactérias
acr6bias e anaerdbias. Trata-se de um antibidtico bacteriostatico eficaz que exerce a sua
acgio por interferir com a sintese proteica (Addy e Martin, 1998), no entanto a sua

administragio oral pode ocasionar a colite pseudo-membranar (C. difficille).

Os macrdlidos e as lincosamidas sfo de metabolizagdo hepatica ¢ séo
reconhecidos como inibidores do citocromo Pysg, 0 que dificulta a sua co-administragido
com outros farmacos de metabolizagio hepatica, como a varfarina, a sinvastatina, entre
outros (Sousa, 2006). Apresenta-se de seguida uma tabela resumo (Tabela 2} relativa
aos principais agentes antimicrobianos utilizados em medicina oral, espectros de

inibicdo, mecanismos de ac¢io e de resisténcia, que a posteriori serdo detalhados,
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Tabela 2: Sintese dos mecanismos de acgiio, espectro antimicrobiano e principais mecanismos

de resisténcia dos principais agentes antimicrobianos utilizados em medicina dentéria.

Aerdbios Gram +

Inibicdo da .
¢ Aerdbios Gram -
B-lactamicos sintese da PBP’s (Sousa, 2006)
Anaerdbios Gram +
parede celular

Anaerdbios Gram —
Estritamente

Enzimatica (5-
Destabilizagdo anaerdbio e

Metronidazol _ nitfromidazole
DNA anacrébios
) redutase) (Cartier ef a, 1997)
facultativos
. Alteragdo no local alvo
Inibigdo da .
) , Gram + (aerdbios €  (Leclercq e Courvalin, 1991), gENC
Macrolidos sintese ) ) )
i anaerobios) erm (metilase) e proteinas
proteica Lo
de protecgfio ribossomal.
e . Alteragdo no local alvo
Inibi¢do da Gram +, actividade ¥ ’
. . . inactivagdio enzimdtica e
Lincosamida sintese complementar em
. . efluxo activo (Leclercq €
proteica anaerobios
Courvalin, 1991}
o Efluxo activo, inactivagdo
Inibigdo da ’ ¢
‘re p enzimatica, proteinas de
Tetraciclina sintese Gram + ¢ Gram - ' P
. protecgdo ribossomal
proteica

(Connell ef al, 2003 e Roberts, 1996)
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V1. RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténeia bacteriana a agentes antimicrobianos pode ser definida quer
genotipicamente, onde é conferida & bactéria a transmisséo dos elementos de resisténcia,
quer fenotipicamente, onde as bactérias podem sobreviver e crescer acima de uma
determinada quantidade de substincia antibacteriana in vifro; ou clinicamente, onde, em
seres humanos, as bactérias sfio capazes de se multiplicar na presenga determinadas
concentracdes do farmacos durante a terapéutica (Andersson, 2004). A resisténcia

bacteriana a agentes antimicrobianos pode ser classificada como natural ou adquirida.

i, RESISTENCIA NATURAL

Neste tipo de resisténcia todos os isolados de uma determinada espécie
bacteriana nio sdo sensiveis aos antimicrobianos em questio. As justificacOes
apresentadas para este facto referem a falta de estruturas especificas nas bactérias que
funcionam como moléculas alvo para o antimicrobiano ou a falta de um bioprocesso
metabdlico essencial para a activagiio do antimicrobiano. Equitativamente, bactérias,
sem parede celular (por exemplo, Mycoplasma sp.) sio naturalmente resistentes aos
agentes antimicrobianos B-lactdmicos. Um outro exemplo de resisténcia natural € o caso

dos enterococos e cefalosporinas.
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ii, RESISTENCIA ADQUIRIDA

Em contraste com a resisténcia natural, a resisténcia adquirida ¢ encontrada
apenas em alguns isolados de uma determinada espécie bacteriana, Este modelo de
resisténcia evoluiu devido a alteragdes genéticas, desenvolvidas através de dois
mecanismos; mutagdes cromossémicas no genoma bacteriano preexistente, ou, mais
frequentemente, transferéncia horizontal de genes entre bactérias dentro ¢ fora da

mesma espécie.

Na disseminagio de genes de resisténcia ou na transferéncia horizontal de genes,
o gene de resisténcia tem que ser inserido dentro de um elemento de genético
transferivel (plasmideo, transposdo e/ou integrio). O movimento e a introdugio de
transposdes, integrdes ou plasmideos numa bactéria pode ocorrer através de trés

mecanismos, particularmente, transformag#o, transdugio, e conjugagédo (Fig. 20).
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Transposigéo - “salto de genes”
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Transferéncia plasmidica de genes
de resisténcia aos antibidticos

Fig. 20 — Mecanismos de transferéncia de genes de resisténcia aos antibioticos entre bactérias.
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iii. MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

Os mecanismos de defesa especializados, codificados pelos genes de resisténcia
adquirida, siio utilizados pelas bactérias para a sua sobrevivéncia num ambiente em que
estdo presentes antimicrobianos concebidos para erradicd-las. Normalmente, uma ou
mais das quatro formas principais, seguidamente enumeradas, sfo utilizadas pelos

microrganismos de forma a tornar o firmaco inactivo (Figura 12) (Andersson, 2004).

(1) Alteragdio estrutural das moléculas alvo de forma a impedir a ligagio do antibidtico.
Este mecanismo de resisténcia é prevalente em cocos de Gram positivo mas com uma
menor frequéncia em bactérias de Gram negativo. E o caso em, Streptococcus
oralis,Streptococcus sanguis e Strepfococcus mitis e Staphylococcus aureus Meticilina

Resistentes (MRSA).

(2) Exclusiio dos antibidticos da entrada para a célula. Vérios antibidticos utilizam os
canais de porina quando o objectivo ¢ invadir bactérias Gram negativas. Assim, a
diminuigio da expressdo das porinas resulta na impermeabilidade ou na diminuigo da

captacfio, 0 que muitas vezes leva a resisténcias,

(3) Os antibidticos sdio bombeados para fora da célula através de um mecanismo de
bombas de efluxo. As bactérias podem activar o efluxo do agente antimicrobiano. S&o
consideradas cinco familias do sistema de efluxo: MFS: Major Facilitator Superfamily,
RND: Resistance Nodulation-Division, SMR: Small Multidrug Resistance; ABC: ATP-
Binding Cassette e MATE: Multidrug and Toxic Extrusion.
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(4) Os antibidticos sdo inactivos, por exemplo, através de degradagio enzimatica. O
exemplo mais comum para retratar este mecanismo € o de resisténcia contra antibioticos
p-lactdmicos devido as enzimas B-lactamases. Estas enzimas apresentam resisténcia aos
antimicrobianos mais amplamente utilizados na préatica médica e odontoldgica, ou seja,

B- lactamicos.

iv. USO DE ANTIBIOTICOS VS DESENVOLVIMENTO DE RESISTENCIA

O desenvolvimento de resisténcia é um resultado biolégico natural resultante da
utilizagdo de antibidticos (Levy e Marshall, 2004). Este facto representa um aspecto
particular da evolugiio bacteriana que ¢ geneticamente determinada e apresenta
vantagens em termos de sobrevivéncia. A pressfo selectiva aplicada numa populaggo
bacteriana onde os agentes antimicrobianos sdo usados representa a forga proto-motriz
para as bactérias resistentes (Levy e Marshall, 2004, Harbarth e Samore, 2005). Assim,
os clones de bactérias resistentes tém sido continuamente seleccionados como uma
resposta evolutiva da utilizagio de antibidticos. A magnitude desta selecglo ¢
determinada pelo consumo total de antibiéticos com particular atengdio no que estes
agentes sio utilizados. Com efeito, a correlagio entre o antibiético usado e a emergéncia
de resisténcia bacteriana estd jA bem estabelecida ¢ ¢ claramente demonstrada pela
frequéncia de bactérias resistentes que é consideravelmente mais elevado nos paises
com um elevado consumo de antibioticos (Goossens ef af, 2005). No entanto, nio estd
ainda claro a relagio quantitativa existente entre o uso de antibidticos e a resisténcia

bacteriana (Austin ¢ Anderson, 1999).

Uma estratégia que tem sido amplamente adoptada para reduzir o répido
aparecimento e posterior difusdo de genes de resisténcia ¢ a de restringir o uso de

farmacos antibacterianos (Courvalin, 2005). Apesar de muitos paises adoptarem
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orientagdes para o uso de antibidticos, a restricio do seu uso fora da medicina humana,
e a melhoria de instrumentos de diagnostico para as infecgdes bacterianas, contribui
para a tendéncia global do aumento deste fendmeno de resisténcia. Nos paises
industrializados, cerca de 80-90% do consumo de antibi6ticos em seres humanos ocorre
na comunidade, e, pelo menos, metade desta é considerada como sendo baseada em
prescrigdes inadequadas, principalmente infecgGes viricas (Larrabee, 2002 ¢ Wise ef al,

1998).

Sio vérios os factores de risco para a emergéneia de perfis de resisténcia
pertinentes, mas n#o limitados, aos paises em desenvolvimento (Larrabee, 2002, Wise et
al, 1998, Courvalin, 2005). Entre eles estdo o facil acesso ¢ a utilizag#o abusiva de
antibiéticos, a existéncia de agentes de qualidade nefasta, e o desrespeito por parte do
paciente A prescrigio médica. Além disso, a disseminagfio de bactérias resistentes &
facilitada por medidas de controlo de infecgfio inadequados, deficiéncia nos servigos de
satide, em praticas de higiene, saneamento e saude publica (Austin e Anderson, 1999 ¢

Courvalin, 2005).

A potencial reversibilidade deste factor é uma questdo discutivel, ¢ as hipoteses
de sucesso diferem entre os painéis hospitalares ¢ da comunidade. A fundamentagio
para a reversibilidade reside no facto de as bactérias resistentes terem uma maior
desvantagem em relagio a estirpes susceptiveis em ambientes isentos de antibioticos
(Levy ¢ Marshall, 2004 e Courvalin, 2005). Assim, uma diminvi¢do no volume de
antibidticos utilizados devera conduzir a uma diminui¢do da pressdo selectiva e numa
reduciio na propor¢io de bactérias resistentes a um determinado antibi6tico. Desta
forma, Feres ef al. comprovou que a prevaléncia de bactérias subgengivais resistentes a
amoxicilina, que surgiram aos 14 dias da terapia, diminuiu de 37% para o valor inicial
(0,5%), num total de 90 dias. Supde-se que a reversibilidade seja maior na comunidade
do que num ambiente hospitalar, sobretudo porque o uso continuo de antibidticos nos

hospitais permitira uma melhor adaptabilidade (Feres ef al, 2002).
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E geralmente aceite que quanto maior for a percentagem de utilizagio de
antimicrobianos, maior é a pressio aplicada na populagfio bacteriana, ¢ logo maior ¢ a
emergéncia de bactérias resistentes. Consequentemente, ¢ fundamental a existéncia de
um circuito de informago detalhada acerca da e utilizagio de antibidtico, bem como
cada vez mais se torna indispensivel a medi¢do do consumo dos mesmos como
reconhecendo-as como medidas efectivas no acompanhamento de novos painéis de

resisténcia.

Neste contexto é evidente que apés o diagnéstico microbioldgico das
periodontites, a execu¢io do antibiograma (Fig, 9) permite ao clinico prescrever os
antibidticos segundo as directrizes do laboratério, evitando-se assim a medicago

empirica tdo generalizada.
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VII. CONCLUSAO

A presenca de microrganismos patogénicos torna claro que, para a ocorréncia da
doenga periodontal, os patogénicos sfio necessarios para a instalagho e progressiio da
doenga, contudo n#io suficientes. Assim, a periodontite fica também dependente da
existéncia de determinados factores de risco e genéticos, assim como da resposta
imunolégica do hospedeiro. No que respeita & severidade da doenga, sdo muitos os
estudos que tém vindo a propor uma relagdo entre a colonizagiio de microrganismos
especificos da placa bacteriana em fungfio da presenga e/ou severidade da doenca
periodontal, através de técnicas de diagnéstico de microbiologia classica e molecular.

(Paster ef al., 2001 e Rubira ef al,, 1996).

De uma forma geral, a doenga periodontal origina uma alteragfio no equilibrio
microrganismo-hospedeiro, podendo desta forma provocar alteragdes locais ou
sistémicas que atenuam a resisténcia do hospedeiro ou até mesmo fomentam alteragGes
quantitativas e/ou qualitativas na microbiota periodontal, resultando num aumento de
patogenicidade. Sfo trés as cspécies de bactérias Gram negativas aerébias que se
destacam devido a sua elevada frequéncia de aparecimento em lesdes periodontais e ao
seu potencial patogénico: Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis e Prevotella intermedia. Analogamente, foi verificada a existéncia de uma
correlacdo positiva entre a placa bacteriana e a gravidade da doenga periodontal. Muitos
autores descrevem que uma boa e rigorosa higiene oral pode reduzir ou eliminar a
gengivite. J4 no caso da periodontite sfio necessérios cuidados acrescidos, uma vez que
os microrganismos podem penetrar o interior dos tecidos; na maior parte das vezes €
necessaria a utilizacio de agentes quimioterapicos especificos para a eliminagiio dos

agentes patogénicos.
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Uma ampla variedade de testes diagnosticos tém apresentando uma aplicagio
crescente na periodontia, testes estes que incluem quer tecnologias simples, como a
andlise directa dos microrganismos da placa bacteriana ao microscopio, quer técnicas
mais recentes, como as que envolvem a andlise de 4cidos nucleicos. A variabilidade e a
discordancia encontrada nos escassos resultados publicados até & data reflecte a
fimitagfio na eficiéncia da utilizagdo das diferentes metodologias e a especificidade
confinada a alguns testes. Assim, o desenvolvimento de novos exames laboratoriais
capazes de detectar microrganismos patogénicos associados a doenga periodontal
decorre do conceito de especificidade da placa bacteriana, da necessidade de
identificagfio de individuos de risco, assim como de um diagndstico mais preciso da
doenga. Um teste mais sensivel € capaz de detectar bactérias em menores proporgdes, 0
que pode superestimar dados epidemioldgicos, ja que, com uma frequéncia relativa, os
microrganismos poderfio também ser detectados em locais saudéveis. No entanto, como
salienta Di Murro ef al. (1997), a concentragdo microbiana é o ponto chave no inicio €

progressio da doenga periodontal.

Actualmente, a cultura bacteriana ainda ¢ vista como padrio em relagio aos
demais testes, pelo facto de fornecer informagBes a respeito da susceptibilidade dos
microrganismos aos agentes antimicrobianos e também por nos elucidar acerca da maior
parte das espécies bacterianas presentes nas amostras. Estudos como o de Nakou ef al.
(1998) e MacDonald er al (1998) revelaram resultados bastante satisfatérios com a
utilizagfio da cultura bacteriana, apesar desta técnica depender também do tipo de meio
de cultura aplicado e do préprio microrganismo, uma vez que muitos ndo sdo
cultivaveis em laboratdrio e muitos outros sfo desconhecidos. O facto da técnica incluir
infimeros passos aumenta a probabilidade de erros que podem afectar os resultados
finais, originando uma variagfio dos mesmos. Inconvenientes como o custo elevado, o

tempo e a necessidade de pessoal especializado também devem ser considerados.

Para além dos aspectos de sensibilidade e especificidade devem ser ainda

considerados ainda os factores que possibilitam a aplicagfio destes testes na pratica
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odontologica. Neste sentido, os que apresentam maior probabilidade de utilizagdo em
consultérios, como meios auxiliares de diagndstico, sio os ensaios imunolégicos, pelo
facto de serem de facil realizacdo, rapida obtengdo de resultados e identificagiio ndo 6
das células bacterianas como dos seus fragmentos ou factores de viruléncia (Nisengard
et al 1994 ¢ Genco ef al, 1997). Todavia, devido ao seu elevado custo, estes exames

continuam a ter a sua maior aplicagfo em trabathos e pesquisa.

O uso da citometria de fluxo para este tipo de amostras necessita ainda de ser
estudada e devem ser elucidadas algumas questBes técnicas, pois a necessidade de
obtengfio de uma suspensiio de células Unica a partir de aglomerados microbianos que

constituem a placa representa uma grande limitagfo (Carranza e Newman, 1997).

Outro teste que se mostrou bastante promissor como auxiliar no diagnéstico

periodontal foi o BANA como indicador de risco para perda de inser¢do periodontal.

A microscopia de campo escuro, apesar de exibir facilidades técnicas na sua
aplicagiio dentro da periodontia apresenta uma baixa especificidade (Carranza e

Newman, 1997).

A sensibilidade elevada torna as sondas de DNA capazes de detectar bactérias
presentes em propor¢des muito baixas. Merece destaque, devido a eficcia na tipagem
de diferentes espécies bacterianas, a andlise de DNA com endonuclease de restrigdo
(Van Steenbergen, 1991) cuja maior contribui¢do no campo da microbiologia oral reside
na deteccdo da grande variabilidade genética entre as espécies (Carranza ¢ Newman,

1997).
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J4 o PCR ¢ usado tanto para a obtencgfio de dados epidemioldgicos como na

caracterizacio de gendtipos bacterianos.

As enzimas ¢ os mediadores quimicos presentes no sulco gengival podem
retratar a patologia periodontal uma vez que as reacgGes metabdlicas e bioquimicas
antecedem 4 lesfo clinicamente diagnosticdvel. Assim, testes com marcadores
bioquimicos apesar de promissores, ¢ desconhecido o seu potencial como base para
testes de diagnostico, sendo que estudos clinicos adicionais sdo necessérios para melhor

avaliar o seu valor.

Na verdade, a presenga de uma microbiota subgengival patogenica estd
relacionada com o risco aumentado da instalagdo ou progresséio da doenga periodontal.
Espera-se que no futuro, pesquisas fornegam testes capazes de distinguir as bactérias
virulentas das ndo virulentas, e de diferenciar microrganismos endégenos e exoégenos do
sulco gengival, caracterizando individuos susceptiveis ou resistentes a doenga
periodontal. Além disso ¢ necessario estabelecer o mimero de patogénicos necessario
para induzir doenga, pois s assim o clinico seré capaz de interferir no curso da doenga,

reduzindo o inicio da patologia periodontal.

As doencas de origem microbiana foram, na era pré-antibidtica, a principal causa
de morte no Homem. Assim, os antibidticos e outros agentes antimicrobianos tém vindo
a revolucionar o tratamento das doencas infecciosas desde a sua introdugéo no inicio do
século passado. A sua escolha deve ter em conta a ectiologia da infecclo, a
susceptibilidade do microrganismo, dosagem apropriada, via de administragdo e
duragiio terapéutica. Como referiu Sousa (2006) prescrever um antibidtico é um acto de

inteligéncia e ndio um acto fortuito.
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J4 em 1945, Fleming, advertiu a comunidade cientifica para o possivel risco da
resisténcia aos antibidticos. A utilizagdo prolongada de diferentes antibidticos levou a
emergéncia de bactérias infecciosas que sfo resistentes nfio s6 a um, mas a varios
antibioticos. Como resultado, existem hoje estirpes de bactérias para as quais s0 estd
disponivel um t{nico tratamento de farmacos eficaz, ou, em alguns casos, nenhum
(Falagas e Bliziotis, 2007). Assim, a resisténcia antimicrobiana € agora considerada uma
grave ameaga para a satde publica e o seu controlo ¢ uma prioridade internacional,
Também em odontologia a resisténcia a antibidticos € objecto de grande preocupacdo,
uma vez que ao longo dos anos, foi reportada uma diminuigfo na prescri¢do de
farmacos de espectro estreito comparativamente com os de amplo espectro,

cognominando no aparecimento bactérias resistentes (Levy € Marshall, 2004).

Resultados obtidos em Espanha com bactérias odontopatogénicas permitem
conhecer o perfil de susceptibilidade das estirpes em relaglio aos antibidticos (em
anexo). A Espanha tal como Portugal sfo pafses com grande consumo de antibidticos,
pelo que é de esperar niveis significativos de resisténcia aos antibiéticos. Os resultados

em anexo permitem demonstrar essa realidade.

A realidade portuguesa néio é conhecida, tornando-se portanto imperioso avaliar
o nivel de resisténcia aos antibioticos nas estirpes odontopatogénicas. Tal s é possivel
com a realizacdo dos testes laboratoriais para o tratamento das periondontites, como
defendemos nesta monografia, em vez do uso sistematico do tratamento empirico destas

infecgdes.

Para além das consequéncias médicas, a resisténeia aos antibidticos estd
associada a grandes custos sociais. O exemplo mais concreto e mais mensurdvel € o
custo dos farmacos, como novos tratamentos empiricos necessérios para combater a

patogénicos resistentes.
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Nos Gltimos anos, a compreensfo do modo como estes microrganismos resistem
ao efeito dos farmacos ¢ o estabelecimento de politicas nacionais orientativas sobre
quando e como estes agentes devem ser utilizados, levou a que os profissionais de saude
se posicionassem mais cautelosos. No entanto, o uso de antibitticos e o seu facil acesso

ainda representa um problema na maior parte dos paises.

Como referiu Felix Marti-Ibanez (1955) “Antibiotic therapy, if indiscriminately
used, may turn out to be a medicinal flood that temporarily cleans and heals, but
ultimately destroys life itself”, corroborando com Sousa (2006) que refere que as
bactérias sdo melhores engenheiros genéticos que o Homem, dai que problemas com
resisténcia continuadamente ressurgirfio, e consequentemente novos desafios para os

profissionais da area.

Este trabalho pretende pdr em evidéncia a importdncia da flora bacteriana
associada a infeccfio periodontal e o seu tratamento. Com o aparecimento das
tecnologias de Biologia Molecular vai ser possivel fazer o diagnostico laboratorial
destas infeccBes de um modo répido e eficaz. Apresentam ainda o inconveniente do
custo, que, infelizmente, vai servir de pretexto para se continuar com o tratamento

empirico destas infecgGes.
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INTRODUCTION

The pathogenic potential of odontopathogens in odon-
togenic infections is determined by initial factors in the
dentine lesions (1). In dental caries, the dominant bacteri-
al group depends on the invasion of dental surfaces by bac-
terial species present in saliva andfor the supragingival
plaque, and the progression of the lesion depends on the
prevalence of acidogenic bacteria. The need for new nutri-
tional resources leads to the migration of protcolytic bac-
teria to dentine tubules, from which radicular surfaces and
subgingival plague can be recolonized in the case of peri-
odontitis (2). Debridement can select periodontopathogens,
and this, together with the difficulty in controlling bacteri-
al plaque biofilms, can explain the 20% failure rate of me-
chanical treatment (3). In this particular field a clinical ef-
ficacy rate of 80% is well accepted (4), and therefore a
shift from a mechanical to a pharmacological, or to a me-
chanical plus pharmacological therapeutic approach is dif-
ficult, despite the demonstrated effectiveness of antibiotics
that decrease anaerobic bacterial levels (5). Nonspecific bac-
terial growth and subsequent inflammatory discase have
been postulated as one possible origin of periodontitis. In
daily practice, antibiotic treatment is used in 20% of fail-
ures obtained after mechanical treatment, f.e., refractory
periodontitis (3).

Monitoring susceptibility of periodontal isolates may be
important not only for treatment selection, but also for pre-
vention of local or systemic infections after dental proce-
dures and oral surgery when prophylaxis is indicated ac-
cording to patient and procedure characteristics. Since 30%
of the adult population has periodontitis with a gingival
pocket depth of >4 mm (5), these periodontal isolates may
be present in 30% of dental procedures and oral surgery.
Local infectious complications are polymicrobial, with an

aerobic/anaerobic component (6), while systemic infections
occur after monomicrobial bacteremia in patients with un-
derlying diseases. Streptococcus viridans bacteremia can
be detected after dental manipulation in 75% and 30% pa-
tients with and without periodontal disease, respectively
(7). Four to seven per cent of these bacteremias are due to
periodontopathogens of the Haemophilus spp., Actinobacil-
lus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eike-
nella corrodens and Kingella spp. (HACEK) group (8),
and anaerobic bacteremias can be detected when using ad-
equate microbiological procedures (9).

This study explores bacterial isolates in patients with
periodontitis and the antibiotic susceptibility to different
antibiotics commonly prescribed as treatment or prophylax-
is in odontology in Spain, a country with high antibiotic
consumption, which is the main driving force for resistance
in some species of the genus streptococci (10). '

MATERIALS AND METHODS

Periodontal samples were collected prospectively in 48
patients treated at the Stomatology Department of the
School of Dentistry at the Complutense University, Ma-
drid, Spain, from January to May 2005. Adult patients aged
at least 18 years and with a diagnosis of periodontitis were
included. Patients who had received antimicrobial therapy
in the previous 30 days were excluded. Samples were col-
lected using four sterile paper points inserted gently into
the subgingival sulcus after cleaning of the supragingival
plague; contamination by saliva was avoided. The paper
points were left in situ for 10 sec. Two paper points were
introduced into a sealed sterile tube and sent to the labora-
tory (Sanilab Molecular, Madrid, Spain) for polymerase
chain reaction (PCR) testing (A. actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevoteila intermnedia, Tanne-
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rella forsythensis, Treponema denticola) using micro-IDent®
test (Hain Lifescience GmbH., Nehren, Germany). The
other two paper points were placed in a sealed sterile vial
containing transport medium (anaerobic thioglycolate broth
enriched with vitamin K and hemine; bioMedics, Madrid,
Spain). The vials were maintained in a prereduced environ-
ment obtained using an anaerobic atmosphere generator
(Anaerogen™; Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) and sent to
the laboratory (Department of Microbiology, Hospital Cen-
tral de la Defensa, Madrid, Spain). Bacteriological proce-
dures were performed no later than 60 min after sample col-
lection. Inoculated thioglycolate tubes were agitated for 30
sec, and the homogenized sample was seeded using 0.02 ml
per plate onto Columbia blood agar, enriched VX chocolate
agar, colistin-nalidixic agar, McConkey agar, Schaedler agar
and BBE amikacin agar (bioMedics). Additionally, 0.05 mi
was seeded in a new enriched vitamin K and hemine anaer-
obic thioglycolate broth (bioMedics). Incubation was per-
formed at 35 °C in an aerobic 5% CO2-enri§:hed atmosphere
and in anaerobic conditions for culture of strict anaerobes us-
ing an anaerobic atmosphere generator. Plates were read on
day 2 and day 7 after the initial processing, and after the
plating from the enriched thioglycolate broth. Five of the
most frequent morphotypes per sample were selected, iso-
lated and frozen until identification and determination of
susceptibility processes began.

Tdentification was performed using the following sys-
tems for aerobic and facultative bacteria: rapid ID 32 Strep
(bioMérieux, Marcy-1'Etoile, France), 1D GPC ViteK2 (bio-
Mérieux), and 1D GP Wider (Soria Melguizo, S.A., Ma-
drid, Spain). Anaerobic bacteria were identified using rapid
1D 32 A (bioMérieux). B-Lactamase production was deter-
mined using cefinase discs with nitrocefin (BBL Cefinase
Discs, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA).

The minimum inhibitory concentration (MIC) was de-
termined for amoxicillin/clavulanic acid, amoxicillin, clin-
damycin, metronidazole, tetracycline and azithromycin, with
antibiotic concentrations ranging from 0.02 to 256 mg/l, by
E-test® (AB Biodisk, Solna, Sweden) in blood agar Co-
lumbia (bioMedics), and in enriched vitamin K, hemine, and
5% sheep blood Brucella agar (Reactivos para Diagndstico
S.L., Barcelona, Spain). Bacteroides fragilis ATCC 25285
was used as control strain. NCCLS/CLSI susceptibility and
resistance breakpoints (mg/l) were considered (11, 12):
amoxicillin/clavulanic acid £4/2 mg/l and 216/8 mg/l; amo-
xicillin <4 mg/l and 216 mg/l; clindamycin <2 mg/l and
>8 mg/l; metronidazole <8 mg/i and 232 mg/l; tetracycline
<4 mg/1 and 216 mg/l for anaerabic bacteria, respectively;
and amoxicillin/clavulanic acid <0.25/0.12 mg/fl and 28/4
mg/l; amoxicillin £0.25 mg/l and =8 mg/l; clindamycin

Odontagenic bacteria in periodontal disease and resistance to commen antibiotics

<0.25 mg/l and =1 mg/l; tetracycline <2 mg/l and 28 mg/l;
and azithromycin <0.5 mg/l and 22 mg/l for streptococei,
respectively.

Statistical methods

Analysis was performed using SPSS version 9.0 statis-
tical package (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Comparisons
between proportions were performed by Chi-square test or
Fisher’s exact test when necessary. Quantitative variables
not following normality distribution were compared using
the Mann-Whitney test,

RESULTS

Samples were collected in patients diagnosed with pe-
riodontitis with the following characteristics: age (inean x
SD) 50.0 + 10.6 years (range 26-75); gender: 31 females
and 17 males; and 14 smokers and 34 nonsmokers. Four-
teen patients presented pocket depths of <4 mm and 34 pa-
tients depths of 24 mm.

PCR yielded positive results for 7. forsythensis in 70.8%
patients (34 of 48), for T. denticola in 62.5% (30 of 48), for
P. gingivalis in 58.3% (28 of 48), for P. infermedia in
37.5% (18 of 48), and A. actinomycetemcomitans in 10.4%
(five of 48). There was no relationship with gender or
smoking status, because differences between smokers and
nonsmokers did not reach statistical significance, e.g.,
T. forsythensis (92.3% vs. 65.7%; p=0.08) and T. denticola
(84.6% vs. 57.1%; p = 0.09). However, PCR detection of
T. denticola was significantly higher (p = 0.01) in patients
with pocket depth of 24 mm versus those with pocket
depth of <4 mm (76.5% vs. 35.7%). In the case of P. gin-
givalis and T. forsythensis, differences between patients with
pocket depths of 24 mm and <4 mm did not reach statisti-
cal significance; 67.6% vs. 35.7% (p = 0.057) for F. gingi-
valis and 79.4% vs. 57.1% (p = 0.1) for T. forsythensis, re-
spectively.

A total of 261 isolates were obtained (representing a
mean 5.4 isolates per patient): 47.9% of them were strep-
tococei from the viridans group, 32.6% of them belonged
to the genus Prevotella, 6.9% to the genus Fusobacterium,
4.6% to the genus Capnocytophaga, 3.8% to the genus
Veillonella, and <1.5% to other genera such as Gemella,
Actinomyces, and others.

The isolation rates (frequency per 100 patients) for the
different species were 72.9% for §. oralis; 10.8% for 8. mi-
tis: 60.4% for P. buccae; 39.6% for P. denticola; 37.5% for
Fusobacterium nucleatum; 35.4% for P. intermedia; 25%
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for Capnocytophaga spp.; 23% for Veillonella spp.; 22.9%
for P melaninogenica and S. sanguis; and <20% for other
species. Isolation rates were not related in any case to
pocket depth, gender or age of patients. Isolation of P, buc-
cae was significantly higher in smokers versus nonsmok-
ers (84.6% vs. 51.4%; p = 0.049) while isolation of P. den-
ticola was significantly higher in nonsmokers {48.6% vs.
15.4%; p = 0.049). .

B-Lactamase production was positive in 54.1% of Pre-
votella, in 38.9% of F, nucleatum, in 30% of Capnocyto-
phaga, and in 10% of Veillonella.

The antimicrobial susceptibility (range, MIC,,and MIC,,)
and percentage of susceptible, intermediate and resistant
strains for the different species are shown in Table I Re-
sistance rates of streptococci from the viridans group was
0% to amoxicillin/clavulanic acid or amoxicillin, around
10% for clindamycin (except for S. sanguis which had a
resistance rate of 0%), from 9-22% for tetracycline, and
the highest resistance rates corresponded to the macrolide
azithromycin which ranged from 18.2% for S. sanguis to
47.7% for the most frequently isolated S. milis.

Al Prevotelia isolates were susceptible to amoxicillin-
clavulanic acid, while amoxicillin exhibited resistance rates
ranging from 17.1% in P. buccae to 26.3% in P, denticola.
Metronidazole resistance rates were below 6% in all Pre-
votella species, while clindamycin resistance ranged from
0% to 21.1%. All Veillonella spp. exhibited susceptibility
to all antibiotics tested, while all F nucleatum were sus-
ceptible to amoxicillin-clavulanic acid, clindamycin and
metronidazole,

Against Capnocytophaga, amoxicillin-clavulanic acid
and clindamycin exhibited the highest ir vitro activity, with
MIC,, values of 0.25 and 0.38 mg/l, respectively.

DISCUSSION

Antibiotic treatment of periodontal disease is empirical,
as with most infectious diseases in the community, since
symptoms provide no clues to help select an antibiotic,
Antibiotics are used in the treatment of periodontitis when
mechanical procedures have failed. If overgrowth of bacte-
ria in plaque and the subsequent inflammatory disease are
considered, a wide-spectrum antibiotic to kiil as many
species as possible could help in countering bacterial load.
The antibiotic potency is important because the antibiotic
should overcome the difficulty to control the bacterial plaque
biofilm due to poor diffusion to the subgingival layer. The
right choice of antimicrobial therapy, if needed, is based on
the type of bacterial isolates responsible for the periodon-
tal disease (13).

REV ESP QUIMIOTERAP

However, efficacy of antimicrobial therapy in periodon-
titis is based only on anecdotal reports and a few retrospec-
tive and prospective controlled and blinded studies (7).
The general consensus is that appropriate antibiotic use is
beneficial in the short-term and in some cases may be re-
quired to interfere with progression of periodontal attach-
ment loss (7).

T. forsythensis and P. gingivalis, but not A. actinomy-
cefemcomitans, have been significantly associated with at-
tachment loss and alveolar bone loss (5). In this study,
PCR detection of 1. denticola, P. gingivalis and T. for-
sythensis was higher in patients with greater pocket depths
(24 mm vs. <4 mm), but only reached statistical signifi-
cance in the case of T, denticola. Other studies have shown
that these three species are the only ones that can be sta-
tistically associated to increased pocket depth and bleeding
(5). A. actinomycetemcomitans has been reported not to be
associated with adult periodontitis (5). In our study, A. ac-
tinomycetemcomitans was only detected by PCR in 10.4%
patients,

With respect to isolates, strains of the genera Strepto-
coccus and Prevotella were the most frequently isolated mi-
croorganisms (47.9% and 32.6%, respectively). Susceptib-
ility is important for prophylaxis of monomicrobial system-
ic infections after dental procedures in a population with a
periodontitis prevalence of 30% (5), since S. viridans bac-
teremia occurs in 75% of subjects with periodontal disease
after odontological invasive procedures (7). In this study,
all 5. viridans isolated were susceptible to aminopenicillins,
but with a moderate percentage of strains exhibiting inter-
mediate susceptibility. High doses of amoxicillin/clavulanic
acid formulations (14) provide a complete pharmacody-
namic coverage of these intermediate strains. A recent re-
port showed the efficacy of amoxicillin, but not clindamy-
cin, in preventing bacteremia following dental extractions
(15), which can be associated with adequate efficacy in-
dices (pharmacodynamic parameters) in the serum of amox-
icillin against S. viridans and amoxicillin-clavulanic acid
against all common isolates in odontogenic infections (16).

With regard to local concentrations, mean amoxicillin
concentrations (after an oral 500-mg dose) in gingival cre-
vicular fluid of 14 mg/ml (17) are above the maximum
streptococcal MIC found in this study (2 mg/ml). This is
not the case for clindamycin, with around 10% of S. viri-
dans resistant strains exhibiting MICs that could not be
covered by the mean gingival crevicular fluid concentra-
tions reported (2.0 mg/ml) (18). In the case of tetracycline,
serura and gingival crevicular fluid (0.61 mg/ml) concen-
trations (19) do not cover the high percentage of interme-
diate and resistant strains with MICs >2 mg/ml. As for
azithromycin, the results obtained in this study suggest that
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Table 1. Antimicrobial susceptibility of the 261 periodontal Isolates.
MIC (mg/1) %
Microorganism and antibiotics Range 50% 90% S 1 R
Streptocaccus mitis (n = 44)
Amoxicillin-clavulanic acid <0.02-0.75 0.05 0.25 90.9 9.1 0
Amoxicillia <0,02-1 0.06 038 864 13.6 0
Clindamycin <0.02->256 0.12 32 28.6 0 it.4
Metronidazole >256->256 >256 >256 - - -
Tetracycline 0.12-98 0.39 43 70.5 6.8 22.7
Azithromycin 0.03->256 0.75 64 41.7 45 41.7
Streptococcus oralis (n = 37)
Amoxiciltin-clavulanic acid 0,02-0.64 0.06 0.25 91.9 8.1 0
Amoxicillin 0.02-0.64 0.06 0.38 86.5 135 0
Ctindamycin 0.03->256 0.09 0,75 86.5 54 8.1
Metronidazole 3-5256 >256 >256 - - -
Tetracycline 0.03-48 0.50 16 78.4 54 16:2
Azithromycin <0.02->256 3 24 67.6 27 29.7
Streptococcus sanguis (n = 11)
Amoxicillin-clavulanic acid 0.06-2 0.38 1.50 45.5 54.5 0
Amoxicillin 0.06-2 0.25 L.50 54.5 45.5 0
Clindamycin 0.12-0.64 0.19 0.25 90.9 2.1 ]
Metronidazole >256->256 »256 >256 - - -
Tetracycline 0.19-12 0.38 0.50 90.9 0 9.1
Azithromycin 0.05-32 2 16 8L.8 0 i8.2
Streptococeus spp. (n = 33}
Amoxicillin-clavulanic acid 0.02-0.5 0.12 0.25 90.9 a.1 ¢
Amoxicillin 0.02-0.75 0.12 (.50 81.3 18.2 0
Clindamycin <0.02-128 0.12 0.94 78.8 12.1 9.1
Metronidazole 3->256 >256 »256 - - —
Tetracycline 0.02-48 0.50 6 78.8 12.1 9.1
Azithromycin 0.06->256 0.5¢ 32 51.6 15.1 333
Prevotella buccae (n = 29)
Amoxicillin-clavulanic acid <0.02-0.75 0.05 0.50 100 0 0
Amoxicillin £0.02->256 0.06 926 822 0 17.4
Clindamycin <0.02->256 0.02 0.23 89.7 [+ 10.3
Metronidazole 0.02->256 0,19 2 96.6 0 34
Tetracycline <0.02-96 0.35 32 1.4 10.7 17.9
Azithromycin <0.02->256 1 »256 - - -
Prevotella denticola (n = 19)
Amoxicillin-clavulanic acid =.02-1 0.05 1 100 0 0
Amoxicillin £0.02->256 1 128 632 10.5 263
Clindamycin £0.02->256 0.02 >256 78.9 ¢ 21.1
Metronidazole <0.02-2 0.12 0.50 100 0 ]
Tetracycline 0.03-96 0.50 43 61.1 16.7 222
Azithromycin 0.12->256 1.50 >256 - - -
Prevotella intermedia (n = 17)
Amoxieillin-clavulanic acid <0.02-1 0.023 - 0.5 100 it 0
Amoxicillin <0.02-192 i 128 76.5 59 17.6
Clindamycin <0.02->256 0.02 >256 88.2 0 11.8
Metronidazole 0.02->256 0.25 6 94.1 [ 59
Tetracycling 0.02-16 1.50 12 76.5 17.6 59
Azithromycin 0.02->256 0.12 32 - - -
Prevotella melaninogenica {n = 11)
Amoxiciilin-clavulanic acid <0.02-1.50 009 0.75 160 0 0
Amoxicillin 0.02->256 0.50 128 81.8 0 18.2
Clindamycin <0,02->256 0.02 .23 90.9 0 9.1
Metronidazole <0.02-2 0.19 0.50 100 0 0
Tetracycline <0.02-32 0.50 2 63.6 0 36.4
Azithromycin <0.02->256 2 i2 - - -

(Continued)
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Table 1. Antimicroblat susceptibility of the 261 periodontal isolates, (Continued)
MIC (mg/h) %
Microorganism and antibiotics Range 50% %% S 1 R
Prevotella spp. (n=9)°
Amoxicillin-clavulanic acid <0.02-0,19 0.02 0.(9 £00 0 0
Amoxicillin <0.02-8 025 8 88.9 1.1 0
Clindamycin £0.02-0.03 002 0.03 100 0 0
Metronidazole <0.02-0.50 0.09 0.50 100 0 0
Teteacycline 0.09-0.39 0.19 0.39 100 0 0
Azithromycin 0.06-6 0.75 6 - - -
Fusobacterium nucleatum (n = 18)
Amoxicillin-clavulanic acid <0.02-0.38 0.32 0.38 100 0 0
Amoxicitlin <0.02-48 0.12 32 833 0 16.7
Clindamycin £0.02-0.19 0.02 0.12 100 0 0
Metronidazole <0.02-6 <0.016 094 100 0 0
Tetracycline <0,02-16 0,09 1.50 94.4 0 5.6
Azithromycin <0.024 0.25 2 - - -
Capnocytophaga spp. (n = 12)
Amoxicillin-clavulanic acid <0.02-0.75 0.05 0.25 - - -
Amoxicillin <0.02->256 0.12 24 - - -
Clindamycin £0.02->256 =0.016 038 - - -
Metronidazole 0.09->256 0.75 >»256 - - -
Tetracycline 0.03-6 0.38 1 - - -
Azithromycin 0.25->256 1 32 - - -
Veillonella spp. (n = 10)
Amoxicillin-clavulanic acid 0.03-4 0.50 2 100 0 ¢
Amoxicillin 0.03-8 075 3 90 10 0
Clindamycin 0.02-1.5 0,12 0.50 100 0 0
Metronidazole 0.25-12 3 g 90 i 0
Tetracycline 0.03-1 039 0,75 100 0 0
Azithromycin £-64 4 24 - - -
Others (n = 11)°
Amoxicillin-clavulanic acid £0.02-0.38 0.06 0.25 - - —
Amoxicillin £0,02-0.50 0.12 0,38 - - -
Clindamycin <0.02->256 0.250 >256 - - _
Metronidazole <0.02->256 >256 >256 - - _
‘Tetracycline 0.19-256 1 24 - - -
Azithromycin <0.02->256 0.19 »256 . - -
S: susceptible; | intermediate; R: resistant. “Includes S, gordonii (n = 8Y; §. salivaris (n =T); 8. constellatus (n = 6); §. anginosus {n = 5); S, pa-
rasenguis (o= 3} 5 intermedium (n = 2); and S. vestibularis (n = 2). ¥Includes P. oralis (n=8) and P, loescheii (n = 1). *Includes Gemella
morbitlorum (n = 43; Actinomyces spp. (n = 2); Actinomyces megei (n = L1); Bacteroides ovatus (n=1); Bacteroides stercoris (n = 1); Cardio-
Bacterium hominis (o = 1); and Eikenella corrodens (n= 1).

it is inadequate due to high rates of resistance (MIC,, 216 of amoxicillin-clavulanic acid (14 mg/l for amoxicillin and

mg/). In Spain, high resistance to macrolides (20) is com-
monly associated with high resistance to tetracycline (21),
clindaraycin and azalides such as azithromycin in S. viri-
dans (22).

With respect to Prevotella, 100% isolates were suscep-
tible to amoxicillin-clavulanic acid, with resistance rates of
the prevalent species (P. buccae, P. denticola and F. inter-
media) ranging from 9.1% to 21% for clindamycin, from
0% to 5.9% for metronidazole, and from 5.9% to 36.4% for
tetracycline. Mean gingival crevicular fluid concentrations

0.40 mg/! for clavulanic acid) (17) exceed the MIC deter-
mined against all isolates, while mean gingival crevicular
fluid concentrations of other compounds do not cover the
resistant strains, nor, in the case of clindamycin, a number
of susceptible strains. As for metronidazole, the drug show-
ing the lowest resistance rates excluding amoxicillin-clavu-
lanic acid, mean concentrations (36.7 mg/l) (23) do not cov-
er the MIC determined in two cases.

This study shows that amoxicillin-clavulanic acid is the
most active antibiotic against all species tested, followed
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by metronidazole in the case of anaerobes. No resistant
strains to amoxicillin-clavulanic acid were found among all
the jsolates from this cohort of patients with periodontitis.

When considering isolates from patients with peri-
odontal disease, three types of bacteria should be consid-
ered: i) periodontopathogens, such as T. denticola and other
noncultivable spirochete that are penicillin-susceptible, the
prevalence of which increase in line with severity (greater
gingival pocket depth), as a basis for considering periodon-
titis an infectious disease; i) bacteria responsible for the
nonspecific bacterial growth and the subsequent inflamma-
tory disease, with Prevotella spp. being the most prevalent
anaerobe isolate; and iii) isolates of oral microbiota that are
also responsible for increased bacteremia after dental ma-
nipulation in patients with periodontitis: group viridans
streptococci, mainly S. mitis and §. oralis. When an antibi-
otic is needed it would be desirable to obtain coverage of
these three types of direct or indirect pathogens.
ACKNOWLEDGMENTS

The authors wish to thank E. Valere and J.E. Mart{n for their critical
review of the manuscript.

‘This study was supported in part by an unrestricted grant from
GlaxoSmithKline 8. A., Tres Cantos, Madrid, Spain.

Correspondence: Lorenzo Aguilar, Department of Microbiology, Schoot
of Medicine, Universidad Complutense, Avda. Complutense s/n, 28040
Madrid, Spain, Tel.: +34 91 3941511; Fax: +34 91 3941511; e-mail:
laguilar@med.ucm.es

REFERENCES

1. Chhour, K.L., Nadkami, M.A., Byun, R. et al. Molecular analysis of
microbial diversity in advanced caries. J Clin Microbicl 2005; 43:
843-849. o

2. Adraens, PA., Edwards, C.A., De Boever, A, Loesche, W1
Ultrastructural observations on bacterial invasion in cementum and
radicular dentin of periodontally diseased human teeth. J Periodontol
1988; 59: 493-503.

3. McFall, W.T., Jr. Tooth loss in 100 treated patients with periodontal
disease, A long-term study. J Perindontol 1982; 53: 539-549.

4, Meador, H.L., Lane, L1, Suddick, R.P. The long-term effectiveness of
periodontal therapy in a clinical practice. J Periodontol] 1985; 56:
253-258.

5. Loesche, W.J., Grossman, N.S. Periodontal disease as a specific, al-
beit chronic, infection: Diagnosis and treatment. Clin Microbiol Rev
2001; 14; 727-752.

6. Sixou, FL., Magaud, C., Jolivet-Gougeon, A., Cormier, M.,
Bonnaure-Mallet, M. Evaluation of the mandibular third molar peri-
coronitis flora and its suscepiibility to different antibiotics prescribed
in France. 3 Clin Microbiol 2003; 41: 5794-5797.

7. Fine, D.H., Hammond, B.F, Locsche, W.J. Clinical use of antibiotics
in dental practice. Int T Antimicrob Agents 1998; 9: 235-238.

Odontogenic bacterie in periodontal disease and resistance to common antibiotics

3.

i0.

i1

12

13,

14.

5.

16.

17.

19,

20.

21

22.

23,

Berbard, B.R, Cockerill, 3rd, FR., Steckelberg, J.M. Infective endo-
carditis due to unusual or fastidious microorganisms. Mayo Clin
Proc 1997; 72: 532-542.

. Rajasuo, A., Perkki, K., Nyfors, 8., Jousimies-Somer, H., Meurman,

LH. Bacteremia following surgical dental extraction with an empha-
sis on anaerobic sirains. J Dent Res 2004; 83: 170-174.

Garcfa-Rey, C., Fenol}, A., Aguilar, L., Casal, I, Effect of social and
climatological factors on antimicrobial use and Streptococcus pneu-
moniae resistance in different provinces in Spain. J Antimicrob
Chemother 2004; 54: 465-471.

Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS. Performance
standards for antimicrobial susceptibility testing; fifteenth informa-
tional supplement, CLSINCCLS document M100-515. Clinical and
Laboratory Standards Institute, Wayne, PA, USA, 2005.

National Committee for Clinical Laboratory Standards. Methods for
antimicrobial susceplibility testing of anaerobic bacteria; Approved
standard-Fifih edition, Document M11-AS5. NCCLS, Wayne, PA,
USA, 2001,

Loesche, W.). The antimicrobial treatment of periodontal disease:
Changing the treaiment paradigm. Crit Rev Oral Biol Med 1999; 10:
245.275.

Kaye, C.M., Allen, A,, Petry, S. ct al, The clinical pharmacokinetics
of a new pharmacokinetically enhanced formulation of amoxicillin/
clavulanate, Clin Ther 2001; 23: 578-584,

Piz Dios, P, Tomis Carmona, I, Limeres Posse, J. ¢t al
Comparative efficacies of amoxicillin, clindamyein and moxifloxacin
in prevention of bacteremia following dental extractions. Antimicrob
Agents Chemother 2006; 50: 2996-3002.

Isla, A., Canut, A., Gascon, A.R. et al. Pharmacokinetic/pharmaco-
dynamic evaluation of antimicrobial ireammtents of orofacial odonto-
genic infections. Clin Pharmacokinet 2003; 44: 305-316,
Tenenbaum, H., Jehl, E, Gallion, C., Dahan, M. Amoxicillin and
clavulanic acld concentrations in gingival crevicular fluid. 3 Clin
Periodontol 1597; 24: 804-807.

. Walker, C.B., Gordon, J.M., Comwall, H.A,, Murphy, J.C,,

Socransky, 5.8, Gingival crevicular fluid levels of clindamycin com-
pared with its minimal inhibitory concentrations for periodontal buc-
teria, Antimicreb Agents Chemother 1981; 19: 867-871.

Sakellari, D., Goodson, J.M., Kolokotronis, A., Konstantinidis, A.
Conceniration of 3 teiracyclines in plasma, gingival crevice fluid and
safiva. J Clin Periedontot 2000; 27: 53-60.

Rodriguez-Avial, 1., Rodriguez-Avial, C., Culebras, E., Ficazo, 1.J. In
vitro activity of telithromycin against viridans group streptecocci and
Streptococcus bovis isolated from blood: Antimicrobial susceptibility
paiterns in different groups of species. Antimicrob Agents Chemother
2005; 49: 820-823,

Rodrfguez-Avial, L, Rodriguez-Avial, C., Culebras, E., Picazo, 1.1.
Distribution of tetracycline resistance genes tet{M), tef{0), tes(L) and
tel(K} in blood isolates of viridans group streptococei harbouring
erm(B) and mef{A) genes. Susceptibility to quinupristin/dalfopristin
and linezolid. Int J Antimicrob Agents 2003; 21: 536-541.

Tomds, 1., Limeres, 1., Diz, P. Antibiotic prophylaxis. Br Dent J 2003;
198: 60-61. .

Poulet, PP, Duffaut, D, Barthet, P, Brumpt, 1. Concentrations and
in vivo antibacterial activity of spiramyein and metronidazole in pa-
tients with periadontitis treated with high-dose metronidazole and the
spiramycin/metronidazole combination. 1 Antimicrob Chemother
2003; 55: 347-351.





