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O objetivo deste estudo foi avaliar a suscetibilidade microbiana ao metronidazol de microrganismos isolados de pacientes com
periodontite cronica ou agressiva. As amostras foram obtidas de 50 pacientes com periodontite e 0os microorganismos foram isolados
em meios de cultura seletivos e ndo seletivos e identificados por métodos bioguimicos e testados para susceptibilidade ao
metronidazol. Os resultados evidenciaram a susceptibilidade ao metronidazol entre Gram-negativos anaerébios e alguns

susceptibilidade intermediaria e resisténcia entre os Gram-positivos anaerébios e facultativos.
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INTRODUCAO

As doengas periodontais representam problemas socioecondmicas da populacdo’. Elas sdo o resultado
de saude graves e afetam todos oS grupos étnicos, da perda de equilibrio entre a resposta imunologica e
independentemente de género e condicdes fatores de viruléncia da microbiota residente’. O
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controle do biofilme oral é um pré-requisito para a
manutencdo da saude do periodonto, sendo que a
presenca de alguns microrganismos anaerdbios
obrigatérios ou facultativos, como o0s géneros
Eikenella,

Aggregatibacter, Campylobacter

Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Tannerella, e Treponema', tem grande relevancia no
desenvolvimento da destruicdo dos tecidos de suporte
dental e também podem ser relevantes para outras
infeccdes de cabeca e pescoco e mesmo a distancia,

como as placas ateromatosas nas coronarias®”.

O tratamento dessas enfermidades periodontais
depende, quase que exclusivamente, controle do
biofilme microbiano®, mas em alguns pacientes, em
funcdo de diversos fatores modificadores, como
dependéncia quimica, comorbidades, predisposicédo
genetica, imunossupressdo, idade e outros, as
periodontites podem adquirir um perfil mais agressivo,
com extensa perda 6ssea”” de forma que o emprego de
antimicrobianos pode ser necessaria para controlar a
destruicdo tecidual®®, que pode vir associada ou ndo a

necrose tecidual.

Os antimicrobianos e antibioticos sistémicos
ainda podem ser utilizados no tratamento de pacientes
incapazes de manter a higiene bucal, pacientes com
necessidades especiais (deficientes mentais ou fisicos,
que sofreram de traumatismo dentario e / ou cirurgico,
e com periodontite refrataria, agressiva ou avancgada
foram prescritos, mas a maioria desses compostos
possui varios efeitos colaterais’. Além disso, a
utilizacdo generalizada de agentes antimicrobianos
contra anaerobios orais tem sido associada com um
aumento significativo da resisténcia aos antibiéticos®.
Além disso, a maioria dos microrganismos recuperados
de sitios periodontais € anaerObia obrigatoria e 0s
testes de cultura e suscetibilidade de anaerdbios néo
sdo realizados com frequéncia no Brasil®, o que
constitui um problema sério, pois os clinicos tém de

escolher antimicrobianos usando apenas literatura
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internacional. Dentre o0s antimicrobianos mais

amplamente empregados em odontologia,
especialmente como coadjuvante do tratamento
metronidazol, um

periodontal, destaca-se 0

nitroimidazol  particularmente  ativo frente a
microrganismos produtores das enzimas piruvato-
ferredoxina-oxido-redutase e nitrato-redutase, capazes
de concentrar a droga no citoplasma bacteriano e ativa-
la com a transferéncia de elétrons para o grupamento
nitro do farmaco, que passa a se inserir no acido

desoxirribonucleico microbiano, fragmentando-o™.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
susceptibilidade dos microrganismos isolados de
periodontite cronica e agressiva ao metronidazol, a
droga mais usada no tratamento da periodontite cronica

Ou agressiva.

MATERIAL E METODO
Pacientes

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba (Proc. 2006-01417). A populacdo estudada
consistiu-se de 100 pacientes com caracteristicas
clinicas e radiograficas da periodontite cronica e 16
pacientes com periodontite agressiva, avaliados na
Faculdade de Odontologia de Aracatuba e clinicas
particulares, entre 1993 e 2012, e classificados
segundo os critérios de Armitage® (2010). A idade dos
pacientes variou de 5 a 59 anos (média 40,2 anos). Os
pacientes deveriam apresentar boa saude geral, sem
historico de utilizacdo de antimicrobianos sistémicos
nos 6 meses que precederam a coleta dos espécimes
clinicos. Durante a primeira visita, obteve-se a
assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido de cada paciente ou seu responsavel e
procedia-se a realizacdo da anamnese, exame clinico
intra e extrabucal dos pacientes e coleta dos espécimes

clinicos do biofilme do sulco gengival.
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As amostras clinicas foram coletadas dos trés
sitios periodontais ndo contiguos apresentando a maior
profundidade clinica de sondagem e sangramento
gengival. A coleta do biofiolme foi realizada por meio
de cones de papel absorvente estéreis, que foram
introduzidos nas bolsas periodontais e la
permaneceram por 30 segundos, sendo, a seguir,
transferidos para meio de transporte VMGA Il e
enviados para o laboratério de Microbiologia e
Imunologia da Faculdade de Odontologia de

Aracatuba-UNESP.

Isolamento e identificacdo microbiana

No laboratorio, as amostras de VMGA |11 foram
submetidas a diluicdes seriadas em base 10,
empregando-se, para tanto, o0 meio de diluicdo VMG I,
para minimizar o contato com o oxigénio atmosfeérico.
Dessas diluicdes, aliquotas de 0,1ml foram inoculadas,
em duplicata, em agar Fastidious Anaerobe
suplementado com extrato de levedura (0,5%), hemina
(2 ug / mL), menadiona (5 ug / ml) e sangue
desfibrinado de cavalo (5%), além de agar TSBV. As
placas foram incubadas em anaerobiose (90% de N, +
10% de CO,), a 37 ° C, por 14 e 3 dias,
respectivamente. ApOs o0 isolamento primario e
obtencdo de cultura pura, os isolados foram
caracteristicas

identificados segundo suas

morfocelulares,  morfocoloniais e  bioquimico-
fisioldgicas, como descrito por Gaetti-Jardim Jr et al.*!
(2012).

anaerobias obrigatdrias ou facultativas foram isoladas e

Um total de 207 amostras de bactérias

submetidas aos testes de susceptibilidade ao
metronidazol. Foram avaliadas em 23 amostras
isoladas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
12 amostras isoladas de Bacteroides sp., 15 amostras
de Eubacterium sp., 3 amostras de E. lentum, 4
amostras de Fusobacterium sp., 35 amostras de F.
nucleatum, 7 F. periodonticum, 14 amostras de
Parvimonas micra, 9 Peptostreptococcus sp., 4

amostras de P. anaerobius, 11 Porphyromonas sp., 25
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Porphyromonas gingivalis, 7 Prevotella sp., 20
amostras de P. intermedia, 7 amostras de P.

nigrescens, e 11 amostras de Veillonella sp.

Teste de suscetibilidade ao antimicrobiano

As concentracdes minimas inibitérias foram
determinadas pelo método de diluicdo em A&gar,
empregando-se o agar Wilkins-Chalgren suplementado
com sangue desfibrinado de cavalo (5%), a hemina (1
Mg / mL), e menadiona (5 pg / mL). O indculo
bacteriano foi padronizado em 10° células / botdo e o
mesmo foi transferido para as placas de Petri contendo
metronidazol, em concentraces crescentes, e para as
placas controle (sem droga) utilizando-se o replicador
de Steers (Cefar Ltda, S&o Paulo, Brasil). A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida
como a menor concentracdo de droga que inibiu
completamente o crescimento  bacteriano. O
metronidazol foi obtido a partir de Laboratorios Pfizer
Ltda (Guarulhos, Brasil). O ponto critico utilizado para
interpretacdo dos resultados foi de 16 pg / mL,
segundo recomendagbes do Clinical Laboratory
Standards Institute’. As placas teste e controle foram
incubadas em anaerobiose (90% N, + 10% CO,), a 37°

C, durante 48 horas.

Como controle dos procedimentos laboratoriais,
foram utilizadas as cepas de referéncia F. nucleatum
ATCC 10953, F. nucleatum ATCC 25586, E. lentum
ATCC 43055, B. fragilis ATCC 23745, E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC
27853, e E. faecalis ATCC 29212.

RESULTADOS

Né&o foi verificada qualquer diferenca entre os perfis de

susceptibilidade dos isolados recuperados de
periodontite crénica ou agressiva e 0s resultados sdo
apresentados, independentemente da origem das

amostras clinicas na Tabela 1. Dos microrganismos

Arch Health Invest 3(1) 2014



Arch Health Invest (2014) 3(1): 8-14 ISSN 2317-3009

testados, a susceptibilidade ao metronidazol foi maior Prevotella, enquanto algumas amostras de anaerobios
entre 0s anaerdbios obrigatorios Gram-negativos, como Gram-positivos apresentaram susceptibilidade
0s géneros Fusobacterium, Porphyromonas e intermediaria a essa droga, em particular P. micra

Tabela 1. Susceptibilidade dos 207 isolados clinicos recuperados da periodontite cronica e agressiva ao metronidazol

Isolados (N) % CIM(kg/mL)
I R Variaciao CIM;o? CIM,oP
A. actinomycetemcomitans (23) 65,2 17,4 17,4 <0,006-64 0,125 32
Bacteroides sp. (12) 100 0,0 0,0 <0,006-2 0,125 2
Eubacterium spp. (15) 100 0,0 0,0 <0,006-1 <0,006 2
E. lentum (3) 100 0,0 0,0 <0,006-05 <0.006 0,5
Fusobacterium sp. (4) 100 0,0 0,0 <0.006-0,5 <0.006 0,125
F. nucleatum (35) 100 0,0 0,0 <0.006-05 0,125 0,5
F. periodonticum (7) 100 0,0 0,0 <0.006-0,5 <0.006 0,125
) (5 929 71 0.0 <0,006-0,5 <0,006 0.25
Peptostreptococcus sp. (9) 100 0,0 0,0 <0,006-4 0,125 1
P. anaerobius (4) 100 0,0 0,0 <0.006-0,5 <0.006 0,5
Porphyromonas sp. (11) 100 0,0 0,0 <0.006-0,25 0.125 0,25
P. gingivalis (25) 100 0,0 0,0 <0.006-0,25 0.125 0,5
Prevotella sp. (7) 100 0,0 0,0 <0.006-0,5 <0.006 0,25
P. intermedia (20) 100 0,0 0,0 <0.006-0,5 <0.006 1
P. nigrescens (7) 100 0,0 0,0 <0.006-05 <0,006 0,25
Veillonella sp. (11) 100 0,0 0,0 <0.006-0,25 <0,006 0,25
Total (207) 95,7 24 1.9 <0,006-64 0,125 2

“Concentraco inibitéria minima para 50% das amostras testadas; "Concentraco inibitéria minima para 50% das amostras testadas.

(7,1%). A resisténcia ao metronidazol foi observada (17,5%), que totalizaram 1,9% do total de
apenas em amostras de A. actinomycetemcomitans microrganismos ~ submetidos ~ aos  testes  de

susceptibilidade.
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DISCUSSAO

A eficécia dos antimicrobianos no tratamento de
infeccdes anaerobias mistas da cabeca e do pescoco é
prejudicada pela precariedade dos criterios de selegédo
de drogas pelos profissionais de salde, uma vez que a
realizacdo de testes de susceptibilidade a
microrganismos de cultivo mais exigente, como 0s
anaerdbios obrigatdrios, ndo constitui uma rotina na

grande maioria do territério brasileiro®.

A maioria dos estudos que tratam do surgimento
de resisténcia aos antimicrobianos de bactérias orais
foram realizados em paises desenvolvidos e pouca
informacdo estd disponivel sobre a problematica da
resisténcia a drogas nos paises do hemisfério sul®.
Além disso, a resisténcia antimicrobiana tem se
expandido consideravelmente, o que tornou habitos de
prescricdo tradicionais critico na auséncia de exames
laboratoriais™. Este fato limita a eficacia do tratamento
e pode dificultar o estabaeleciemnto de protocolos de

utilizacdo de antimicrobianos em odontologia.

Alguns desses microrganismos mais

frequentemente  resistentes aos  antimicrobianos

colonizam o biofilme microbiano®**.

Os anaerobios obrigatérios e facultativos
desempenham papel relevante na etiologia dos quadros
mais avanacados ou agressivos das periodontites™” e a
utilizacdo sistémica de agentes antimicrobianos, em
particular o metronidazol, pode melhorar a eficiéncia
do tratamento dessas enfermidades infecciosas, quando
associada a procedimentos locais e da modificacédo das
normas de higiene oral®®.

Enquanto a resisténcia a diversos agentes
antimicrobianos vem sendo continuamente detectada

em microrganismos bucais™*®

, considera-se que a
resiténcia ao metronidazol permance restrita a
microrganismos que nunca foram sensiveis a esse

agente, como os anaerdbios facultativos'. Os
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resultados apresentados na Tabela 1 estdo parcialmente
de acordo com essa posi¢éo, visto que apenas isolados
de A. actinomycetemcomitans se mostraram resitentes

a esse agente.

Entretanto, ndo se pode esquecer que alguns
isolados de anaerobios Gram-positivos mostraram-se
menos sensiveis a esse agente, como também relatado
previamente por Narikawa™ (1986) e Gaetti-Jardim Jr
et al.? (2007). A importancia dessa menor sensibilidade
entre microrganismos Gram-negativos € questionavel,
uma vez que pouquissimos dados estdo disponiveis
sobre a participacdo desses microrganismos na
etiologia e desenvolvimento das periodontites em
humanos, sugerindo que essa droga continuard sendo
utilizada, com seguranca, na terapia de infeccdes
mistas anaerobicas, especialmente devido a sua acao
sobre  anaerébios  obrigatérios  Gram-negativos
produtores de enzimas capazes de degradar as

penicilinas e cefalosporinas®’.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que a
resisténcia ao metronidazol nos microrganismos
isolados em periodontite agressiva e cronica é limitada
a alguns anaerobios facultativos, enquanto uma
sensibilidade intermediaria possa ser identificada entre
anaerobios Gram-

microrganismos obrigatorios

positivos.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the microbial
susceptibility to metronidazole from microorganisms
isolated from patients with chronic or aggressive
periodontitis. The samples were obtained from 50 patients
with periodontitis and microorganisms were isolated onto

selective and nonselective culture media, identified by

Arch Health Invest 3(1) 2014



Arch Health Invest (2014) 3(1): 8-14

biochemical methods and tested for susceptibility to
metronidazole. The results evidenced the susceptibility to
metronidazole among gram-negative anaerobes and some
intermediate susceptibility and resistance among Gram-
positive anaerobes and facultatives.
Keywords: Sinusite, Terceiro Molar, Patologia, Regido

infra orbitaria.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la susceptibilidad
microbiana a metronidazol de microorganismos aislados
de pacientes con periodontitis cronica o agresiva. Las
muestras se obtuvieron de 50 pacientes con periodontitis y
los microorganismos se aislaron sobre medios de cultivo
selectivos y no selectivos, identificados por métodos
bioquimicos y probado para la susceptibilidad a

metronidazol. Los  resultados  evidenciaron la
susceptibilidad a metronidazol entre anaerobios gram
negativos y algunos de susceptibilidad intermedia y la
anaerobios

resistencia entre los Gram-positivas vy

facultativos.

Palabras clave: Periodontitis, Bacterias, Metronidazol,

Pruebas de Sensibilidad Microbiana.
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