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RESUMO 
 

GONÇALVES, Maria Olívia. Expressão de fatores de virulência, mecanismos de 
resistência aos agentes antimicrobianos e análise molecular da resistência aos beta-
lactâmicos de enterobactérias isoladas de bolsas periodontais. 2010. 93 f.  Tese 
(Doutorado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

 

Em estudo anterior, as espécies de enterobactérias apresentando perfis variados 
de resistência aos antimicrobianos foram detectadas em 20% dos sítios com lesões 
periodontais de pacientes sadios do ponto de vista sistêmico. Tais cepas microbianas 
foram submetidas a investigações com o intuito de determinar à expressão de enzimas 
hidrolíticas para substratos diversos, a multirresistência aos agentes antimicrobianos e 
os mecanismos de resistência aos antimicrobianos da classe dos β lactâmicos. A 
maioria das amostras expressou atividade de gelatinase (65%), caseinase (30%) e 
elastase (10%). Lipase, lecitinase e DNase foram observadas apenas para Serratia 
marcescens. A multirresistência (considerado como a resistência a pelo menos dois 
agentes antimicrobianos de famílias diferentes) foi observada em 56% das amostras 
isoladas. A maioria das cepas foi resistentes à ampicilina (93,75%) e amoxicilina/ácido 
clavulânico (81,25%). Investigações sobre a resistência aos antibióticos β-lactâmicos 
mostraram que três amostras resistentes à cefalosporinas de 2ª geração, apresentaram 
perfis plasmidiais de diferentes pesos moleculares. A expressão fenotípica de β-
lacatamases, foi detectada nas cepas de Enterobacter cloacae (PcOM46 e PcOM5) e S. 
marcescens (PcOM63). No entanto, na análise molecular, não foi possível confirmar a 
expressão fenotípica de diferentes β-lactamases, com exceção do E. cloacae PcOM46, 
que apresentou amplificação para AmpC e blaTEM. Embora sensível à maioria dos 
antibióticos β-lactâmicos (exceção feita à ampicilina e amoxicilina / ácido clavulânico), 
amostra de S. marcescens PcOM68 apresentou amplificação para o gene blaSHV. Os 
experimentos de conjugação não detectaram a transferência de plasmídios para uma 
cepa de Escherichia coli K12 sensívei aos β-lactâmicos, o mesmo ocorreu nos 
procedimentos de transformação por eletroporação e por CaCl2, sugerindo uma 
resistência dependente de genes cromossomiais. A expressão de diferentes atividades 
enzimáticas, juntamente com a resistência aos antimicrobianos, aponta estes grupos de 
bactérias como agentes patogênicos potenciais capazes de contribuir para a 
patogênese e resposta à quimioterapia antimicrobiana nas doenças periodontais, além 
da disseminação sistêmica para outros locais do corpo, especialmente em indivíduos 
imunocomprometidos. A colonização prévia de lesões periodontais por espécies 
resistentes aos β-lactâmicos, pode contribuir para a disseminação destes genes 
relacionados à resistência aos antimicrobianos em ambientes hospitalares. 

 
 
Palavras-chave: Enterobactérias. Multirresistências. Β-lactâmicos. Bolsas periodontais. 

Periodontite crônica. 



  

ABSTRACT 

 

In a previous study, the enterobacterial species were detected in 20% of 
systemically healthy patients presenting periodontal lesions, with different profiles of 
antimicrobial resistance. These microbial strains were investigated in view to determine 
the expression of hydrolytic enzymes for diverse substrates, multiresistance to 
antimicrobial agents, and the mechanisms of resistance to beta-lactam antibiotics. The 
enzymes related to bacterial virulence were detected phenotypically in 90% isolates. 
The proteolytic activity displayed by the isolates against gelatin, casein and elastin was 
detected in 65%, 30% and 10%, respectively. Lipase, lecithinase, and DNase were 
observed only for Serratia marcescens strains. Multi-resistant phenotypes (considered 
as the resistance to at least two antimicrobial agents from different families) were 
observed for 56% enterobacterial isolates. Most of the strains were resistant to ampicillin 
(93.75%) and amoxicillin/clavulanic acid (81.25%). Investigations concerned to the 
resistance to beta-lactam antibiotics demonstrated that three bacterial strains resistant 
to penicilins and 2nd generation cephalosporins, had detectable plasmids. The extended 
resistance to β-lactams was detected phenotypically for E. cloacae PcOM46 and 
PcOM5) and S. marcescens (PcOM63) strains. However, the molecular detection of 
extended spectrum beta-lactamase failed to confirm the phenotypic expression of 
different β-lactamases, with exception to the E. cloacae PcOM46 isolate, which 
presented amplification for both ampC and blaTEM. Although sensitive to most of the β-
lactam antibiotics (exception made to ampicilin and ampicilin/clavulanate), the strain S. 
marcescens PcOM68 was shown to amplify the blaSHV gene. Plasmid transference by 
both conjugation and transformation procedures failed to detect the resistance by a β-
lactam-sensitive strain (E. coli K12), suggesting a chromosomal dependent resistance. 
The expression of varied enzymatic activities along with the resistance to antimicrobial 
agents point these group of bacteria as potential pathogens that may contribute to both 
pathogenesis and antimicrobial management of periodontal diseases, and systemic 
dissemination to other body sites, specially in immunocompromised host. The previous 
colonization of periodontal lesions by β-lactam resistant species may represent a threat 
for dissemination of genes related to antimicrobial resistance inside hospital 
environments. 
 

Keywords: Enterobacterial.  Multiresistance. β-lactam. Periodontal diseases. 
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INTRODUÇÃO 

 

Aspectos gerais das doenças periodontais 

 

O termo “Doença Periodontal” descreve uma diversidade de situações clínicas 

distintas que afetam o periodonto: gengivas marginal e inserida, inserção gengival, 

ligamento periodontal, cemento radicular e o osso alveolar de suporte. As 

apresentações clínicas mais comuns das doenças periodontais são as gengivites e 

as periodontites, ambas relacionadas ao acúmulo de biofilme dental bacteriano. Nos 

quadros de gengivite (a lesão inicial) observa-se a inflamação do tecido gengival 

acompanhada por modificações na cor, forma, posição e aparência superficial, sem 

a ocorrência de perdas significativas nas estruturas de suporte dentário e sem 

evidências radiográficas de perda óssea alveolar. As periodontites são patologias 

que correspondem ao resultado de um processo dinâmico entre o biofilme dental 

(placa bacteriana) e a resposta dos tecidos periodontais acompanhado de alterações 

celulares, da matriz extracelular e vascular. Nas periodontites observa-se como 

característica principal o aprofundamento patológico do sulco gengival, em 

decorrência da extensão do processo inflamatório gengival, com a formação das 

bolsas periodontais. A progressão do processo inflamatório acarreta a progressiva 

destruição do tecido conjuntivo e do osso alveolar (Wilson & Henderson, 1995; 

Nisengard et al., 1997; Sallum et al., 2004). Estudos sugerem que as doenças 

periodontais são distúrbios inflamatórios crônicos mais comuns nos adultos, 

podendo acarretar a perda dentária na ausência de tratamento adequado (Darveau 

et al., 1997).  

As doenças periodontais que acarretam a perda de inserção óssea são 

classificadas atualmente como periodontites crônica e agressiva, ambas 

relacionadas à evolução e ao tempo de estabelecimento das lesões (Armitage, 

1999). Em geral, a periodontite crônica é a forma mais comum que ocorre em 

indivíduos acima de 30 anos e pode receber classificações quanto à gravidade (leve, 

moderada e avançada) e quanto ao número de dentes envolvidos (localizada ou 

generalizada) (Armitage, 1999). Um dos aspectos mais marcantes quanto à 

microbiota da periodontite crônica é a definição dos componentes através de 

processos de associação microbiana com predomínio de alguns táxons, quando 

comparados com sítios sadios e com gengivite. A definição dos complexos por 
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Sokransky e colaboradores (1994), utilizando a técnica de hibridização semi-

quantitativa pelo uso de sondas de DNA genômico, possibilitou a caracterização de 

complexos microbianos, onde os microrganismos anaeróbios proteolíticos do 

complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tanerella 

forsythia) e laranja (Fusobacterium sp, Capnocytophaga sp, Prevotella sp, entre 

outros) constituem agentes etiológicos líderes presentes no biofilme bacteriano 

associado aos sítios comprometidos pela doença. 

 A periodontite agressiva é menos prevalente na população podendo afetar 

indivíduos jovens tendo, de modo geral, o diagnóstico abaixo dos 30 anos. As lesões 

cursam com perda de inserção periodontal rápida, mesmo na vigência de baixo 

acúmulo de biofilme dental bacteriano. Apresenta tendência de expressão familiar, 

podendo ser caracterizada como localizada (em molares/incisivos e no máximo dois 

outros dentes permanentes) ou generalizada (em molares/incisivos e em mais, pelo 

menos, três elementos da dentição permanente). Apesar de estudos determinarem o 

predomínio da espécie Aggregatibacter actinomycetemcomitans sobre outros 

microrganismos encontrados no biofilme periodontal, além de variações entre sítios 

com periodontite agressiva localizada (Armitage et al., 1999; Dogan et al., 2003; 

Schacher et al., 2007), ainda existem controvérsias sobre o predomínio de 

microrganismos quando comparados os sítios apresentado as diferentes formas de 

periodontites (Mombelli et al., 2002, Ximenez-Fyvie et al., 2006). Tais aspectos 

indicam a participação de fatores ambientais e do hospedeiro (em especial as 

respostas imunes inatas e adaptativas) no desenvolvimento das lesões, merecendo 

maior atenção de pesquisadores na área das infecções orais. 

A formação das bolsas periodontais favorece o acúmulo e as mudanças na 

composição proporcional das bactérias. A progressão das periodontites é lenta e 

caracterizada por fases de indução e remissão do processo de reabsorção óssea e 

de matriz conjuntiva (Wilson & Henderson, 1995), aspectos que poderiam estar 

envolvidos na exposição de moléculas de matriz, ou criando novos sítios capazes de 

favorecer a colonização por espécies bacterianas diversas, que por sua vez 

poderiam carrear genes de resistência aos agentes antimicrobianos e, com a 

transferência de tais genes, induzirem resistência em microrganismos da microbiota 

associada às periodontites, resultando no desenvolvimento de lesões periodontais 

refratárias (Seymour, 2001). 
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Em geral os microrganismos anaeróbios Gram-negativos são os tipos 

principais de bactérias associadas com a maioria dos quadros de periodontite 

crônica. Um grupo de aproximadamente dez patógenos, destacando-se dentre eles 

P. gingivalis, T. forsythia, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, 

Prevotella intermedia vêm sendo associados com lesões de periodontite crônica. 

Tais patógenos associam-se de forma sinérgica, resultando no desequilíbrio da 

microbiota que pode ser aumentado por: (i) modificação das condições ambientais 

(pH, potencial redox, disponibilidade de nutrientes) podendo ser causada por 

acúmulo de placa bacteriana; (ii) decréscimo na proporção de bactérias comensais 

(benéficas) tais como as que são capazes de produzir substâncias inibitórias ou até 

mesmo, através da sua eliminação pelo uso de substâncias antimicrobianas tópicas 

e sistêmicas; e (iii) um decréscimo na competência do sistema imune do hospedeiro 

(Grenier & Mayrand, 1995). 

 

Virulência dos periodontopatógenos 

 

 Os microrganismos periodontopatogênicos possuem uma variedade de 

fatores de virulência que permitem a colonização das superfícies hospedeiras, a 

multiplicação e a evasão aos mecanismos de defesa do hospedeiro. O dano tecidual 

depende do estabelecimento do(s) microrganismo(s) nos tecidos do hospedeiro. 

Durante o curso da infecção, os fatores de virulência podem atuar isolados ou em 

combinação. Fatores de virulência produzidos por periodontopatógenos incluem 

adesinas, lipopolissacarídeos, hemolisinas, proteases e vesículas de membrana 

externa (Holt & Bramanti, 1991; Grenier & Mayrand 2000). 

 A correlação entre a produção de exoenzimas com a virulência bacteriana foi 

demonstrada para vários periodontopatógenos, incluindo o A. 

actinomycetemcomitans, microrganismo anaeróbio facultativo considerado como o 

principal agente etiológico da periodontite localizada. Dentre os fatores de virulência 

mais conhecidos desta espécie destaca-se uma potente leucotoxina caracterizada 

por Baehni e colaboradores (1979). A leucotoxina é capaz de induzir a apoptose de 

polimorfonucleares e monócitos do sangue periférico de seres humanos (Taichman 

et al. 1980), mas não apresentam efeitos sobre linfócitos humanos, plaquetas e 

fibroblastos. Não apresenta atividade citotóxica para leucócitos de camundongos, de 

coelhos e de ratos. O fator citotóxico para polimorfonucleares é uma molécula 
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protéica de 115 kDa  que pode ser produzida para o sobrenadante de cultivo através 

de vesículas de membrana externa (Tsai et al. 1984). 

A capacidade de liberação de vesículas de membrana externa pelos 

patógenos periodontais constitui potente mecanismo de destruição tecidual, visto 

que podem carrear enzimas proteolíticas (Mayrand & Grenier, 1989), citotoxinas 

(Nowotny et al., 1982) e lipopolissacarideos de membrana externa bacteriana 

(Deslauriers et al., 1990). Os lipopolissacarideos bacterianos teriam a capacidade de 

ativar ligantes em diversas células acarretando a sinalização capaz de desencadear 

respostas inflamatórias mediada principalmente pelos receptores do tipo Toll (Abbas 

& Lichtman, 2003). 

Apesar do padrão de resposta do hospedeiro ser de grande importância no 

desenvolvimento das infecções periodontais, as bactérias potencialmente 

patogênicas da microbiota são consideradas como fatores primários na etiologia das 

periodontites. Microrganismos ou seus produtos são capazes de ativar células 

residentes, que migram para os tecidos periodontais e induzir a expressão de 

enzimas hidrolíticas para estruturas de matriz extracelular e/ou induzir resposta 

imune com a liberação de citocinas por linfócitos e macrófagos. As citocinas 

poderiam ativar subseqüentemente outras vias para a degradação de estruturas 

teciduais destacando-se as metaloproteinases, serino-proteases derivadas das vias 

fagocíticas dos neutrófilos e da ativação do plasminogênio. Em instâncias 

posteriores as citocinas também podem acarretar a ativação dos osteoclastos, 

determinando a reabsorção óssea (Kornman et al. 1997; Birkedal-Hansen, 1993).  

 

Influência das periodontites no estabelecimento de doenças focais e sistêmicas 

   

As patologias periodontais são consideradas como micro ambientes especiais 

em virtude de possuírem uma região de epitélio ulcerado sendo permissivo à 

translocação microbiana. A translocação bacteriana e o surgimento de endocardite 

infecciosa são aspectos previamente correlacionados. A maioria dos microrganismos 

isolados de casos de endocardites bacterianas comunitárias faz parte da microbiota 

da cavidade oral. Entretanto alguns casos de endocardites adquiridas em ambiente 

hospitalar ocorreu predominância de patógenos hospitalares incluindo os bastonetes 

Gram-negativos entéricos e os enterococos (Ben-Ami et al., 2004). Em unidades de 

terapia intensiva (UTI), a pneumonia nosocomial é responsável por altas taxas de 
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morbidade, mortalidade e aumento expressivo dos custos hospitalares. O 

estabelecimento das pneumonias é geralmente decorrente da invasão bacteriana no 

trato respiratório inferior, normalmente por meio da aspiração de secreções 

presentes na cavidade oral/orofaringe. Dentre os principais patógenos envolvidos 

nas pneumonias associadas ao uso de ventilação mecânica predominam os 

Staphylococcus aureus e bastonetes Gram-negativos (Acinetobacter sp, Escherichia 

coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Serratia sp e Pseudomonas sp). A disseminação 

hematogênica, a partir dos quadros de pneumonia, é um evento freqüente no curso 

das pneumonias hospitalares, cursando com extrema gravidade (Scannapieco & 

Rossa-Jr,  2004). Entretanto, também, foram descritos casos de suposta difusão 

hematogênica a partir de focos de infecção periodontal (Christensen et al, 1993; 

Morris, 1994; Scannapieco FA, 2002).  

As pneumonias são usualmente classificadas em pneumonias adquiridas na 

comunidade e nosocomiais, sendo estas últimas desenvolvidas após 48h de 

internação hospitalar e que não estavam em incubação no paciente no momento da 

admissão no hospital (Lode et al, 2000). 

As infecções do trato respiratório podem ter diversas apresentações clínicas, 

desde sinusites e tonsilites a infecções de maior gravidade tais como os abscessos 

pulmonares e pneumonia. Estima-se que cerca de 1/3 dos casos de abscessos 

pulmonares sejam causados por microrganismos da cavidade oral em pacientes 

portadores de doenças periodontais (Rams & Slots, 1992). 

        A aspiração de microrganismos originários das vias aéreas superiores durante 

o sono ocorre em 45% dos pacientes saudáveis e em 70% dos pacientes com a 

percepção prejudicada, tais como alcoólatras, usuários de drogas, epilépticos 

(Huxley, 1978). Os microrganismos podem contaminar o trato respiratório inferior 

através de quatro possíveis vias: 1) aspiração do conteúdo da orofaringe; 2) inalação 

de aerossóis infectados; 3) disseminação da infecção através de áreas contíguas 

(Mojon, 2002); 4) disseminação hematogênica através de regiões infecciosas extra 

pulmonares (p.ex.: infecção do trato gastrintestinal) (Bueno-Cavanillas et al, 1994; 

Scannapieco et al 2003). Assim o biofilme bucal, em situações de higiene deficiente 

(Contreras & Slots 2000), poderia conferir uma alta concentração de patógenos na 

saliva, passíveis de ser aspirados para o trato respiratório inferior, desafiando 

criticamente as defesas imunes pulmonares (Manganiello et al, 1977; Scannapieco 

et al, 1992). Além disso, através de condições específicas, o biofilme bucal poderia 
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abrigar patógenos associados a quadros pulmonares e promover seu crescimento. 

As espécies presentes no biofilme bucal poderiam facilitar a colonização das vias 

aéreas superiores por patógenos pulmonares através de mecanismos de 

coagregação (Scannapieco et al, 2003). 

           Foi reconhecido recentemente que infecções da cavidade oral, especialmente 

as periodontites, podem afetar o curso e a patogênese de várias doenças 

sistêmicas, como doença cardiovascular, pneumonia bacteriana e Diabettes mellitus. 

Foi comprovado que as periodontites constituem fator causal para doenças 

sistêmicas (Bosch et al., 2003). 

Uma forte correlação epidemiológica tem sido feita entre pacientes com 

doenças periodontais e doenças coronarianas. Acredita-se que os patógenos 

periodontais ativem a produção local ou sistêmica (após alcançarem a corrente 

sangüínea) de altos níveis de citocinas. Dentre tais mediadores, o fator de necrose 

tumoral  (TNF) e a interleucina 1 (IL-1) teriam a capacidade de iniciar ou induzir 

a progressão das condições associadas à aterosclerose, favorecendo as doenças 

coronarianas (Beck et al., 1996; Meyer & Fives-Taylor, 1998). Além disso, a 

migração bacteriana de bolsas periodontais para a corrente sanguínea tem sido 

associada a patologias cardiovasculares e endocardites bacterianas. A capacidade 

da P. gingivalis de invadir células endoteliais tem sido apontada como um 

mecanismo crítico nas patologias cardiovasculares (Deschpande et al., 1999). 

Antígenos de P. gingivalis foram capazes de induzir a ativação de fator de 

transcrição precoce (early growth transcription factor: Egr-1) em células endoteliais e 

subseqüente expressão de proteína quimio-atratente de macrófagos (MCP-1), o que 

poderia contribuir para a formação do ateroma (Maekawa et al., 2010). A análise 

genética de amostra de A. actinomycetencomitans isolada de aneurisma aórtico 

micótico confirmou a identidade clonal com uma amostra isolada da cavidade oral do 

mesmo indivíduo (Martin et al., 1998). 

Outra correlação das doenças periodontais com manifestações sistêmicas 

tem sido a ocorrência de nascimento prematuro e com redução do peso em 

parturientes que apresentam doença periodontal na cavidade oral, sem a presença 

de outros fatores de risco. Foi sugerido que as doenças periodontais sejam uma 

fonte crônica de lipopolissacarídeos que, através da interação com receptores TLR4 

e TLR2, teriam a capacidade de estimular a produção de IL1- e prostaglandina E2, 
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moléculas do hospedeiro associadas com o parto prematuro (Offenbacher et al., 

1996). 

          Na fibrose cística, uma disfunção genética que acarreta a secreção de 

camada de muco mais espessa, os pacientes desenvolvem infecções graves do 

trato respiratório inferior por diversos microrganismos incluindo Pseudomonas 

aeruginosa. Sítios da cavidade oral têm sido sugeridos como fonte importante para a 

reinfecção do trato respiratório de indivíduos fibrocísticos por P. aeruginosa (Buret & 

Cripps, 1993; Komiyama et al., 1985).  

        Além disso, outros patógenos em potencial incluindo microrganismos da família 

das enterobactérias podem estabelecer-se na cavidade oral de pacientes com 

doença periodontal (Slots et al., 1988). 

 

Presença de enterobactérias em bolsas periodontais  

       

            Estudos vêm demonstrando a ocorrência subgengival de bactérias das 

famílias Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae em indivíduos portadores de 

periodontite crônica. Estes  microrganismos estão freqüentemente associadas com 

infecções sistêmicas graves em pacientes imunocomprometidos, existe a 

possibilidade dos sítios de doença periodontal servirem de reservatório para estes 

patógenos oportunistas (Bodey et al.,1983; Barbosa et al. 2001). (Dhawan et al., 

2003) relataram o caso de uma infecção polimicrobiana envolvendo Serratia 

marcescens e P. aeruginosa em cirurgia plástica de língua, em retalho utilizado na 

reconstrução, após exérese de neoplasia. Ambas as amostras isoladas foram 

resistentes aos beta-lactâmicos e a amostra de S. marcescens foi produtora de 

SHV(Sulphydryl-variable), uma beta-lactamase de espectro estendido. 

As Enterobactérias estão envolvidas em grande diversidade de quadros 

clínicos intestinais e extra-intestinais e, junto com os bastonetes Gram-negativos não 

fermentadores, são responsáveis por aproximadamente 50% das infecções 

hospitalares. A prevalência destas espécies bacterianas tem aumentado 

consideravelmente desde a introdução de cefalosporinas na prática clinica. As 

infecções podem ser de naturezas diversas, incluindo infecções urinárias, 

pneumonias e septicemias (Barsic et al., 1997).  

Apesar do habitat normal dessas famílias de microrganismos ser o trato 

gastrintestinal, em especial o cólon humano, a prevalência destes microrganismos 
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nas bolsas periodontais pode variar entre as diferentes populações (Slots et al., 

1988; Barbosa et al., 2001). Aproximadamente 31% de 80 indivíduos (32 homens e 

48 mulheres), apresentando periodontite moderada ou grave, albergavam tais 

microrganismos, sugerindo a ocorrência na microbiota subgengival de 

aproximadamente 1/3 dos pacientes. Níveis de resistência aos antimicrobianos 

foram observados entre as amostras isoladas de bolsas periodontais, indicando 

cautela na utilização sistêmica de antimicrobianos (Barbosa et al., 2001). 

Em nossos estudos anteriores foi detectada a presença de enterobactérias 

em 16 dos 80 pacientes portadores de periodontite crônica, ocorrendo predomínio 

dos microrganismos do grupo CESP (Klebsiella, Enterobacter, Serratia e grupos 

similares). As principais espécies isoladas foram Enterobacter cloaceae, 

Enterobacter aerogenes, Pantoea agglomerans, Serratia marcescens, Citrobacter 

freundii e Klebsiella pneumoniae. As amostras apresentaram resistência variada aos 

agentes antimicrobianos, sendo observada a multirresistência em nove das 16 cepas 

testadas (Gonçalves, 2005). 

 

Infecções nosocomiais e níveis de resistência aos antimicrobianos de 

microrganismos encontrados na cavidade oral 

 

           Estudos vêm demonstrando a correlação entre a microbiota oral, as doenças 

periodontais e o desenvolvimento de processos infecciosos no trato respiratório 

inferior, sugerindo o potencial dos organismos presentes na cavidade oral para 

causar infecções nosocomiais.  

           A colonização da cavidade oral por patógenos respiratórios ocorre 

frequentemente em indivíduos hospitalizados. A redução da higiene bucal e a 

existência de bolsas periodontais propiciam o aumento da colonização bacteriana 

por enterobactérias (Scannapieco & Rossa Jr., 2004). Estudos realizados com 

pacientes internados na unidade de terapia intensiva demonstraram que o biofilme 

dental pode servir de reservatório de patógenos hospitalares (Fourrier et al.,1998). 

            A associação entre a colonização da placa dental e a infecção hospitalar foi 

abordada por um estudo avaliando pacientes de UTI. Em comparação aos pacientes 

que não apresentaram colonização da placa dental na admissão e no quinto dia de 

internação na UTI, aqueles indivíduos que apresentaram colonização por patógenos 

respiratórios potenciais tinham, aproximadamente, dez vezes mais chances de 
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desenvolver pneumonia hospitalar ou bacteremia. A colonização da placa dental por 

patógenos respiratórios foi observada em quatro de cinco pacientes que 

desenvolveram pneumonia durante a permanência na UTI. Em cada um desses 

quatro pacientes, o mesmo patógeno (P. aeroginosa ou Acinetobacter baumannii) foi 

isolado tanto da placa dental quanto de secreções aspiradas da traquéia, 

simultaneamente (Fourrier et al., 1998).  

          Dentre todas as infecções adquiridas em hospital, a pneumonia nosocomial é 

responsável por 10% a 15% deste total; e 20% a 50% de todos os pacientes afeta-

dos por essas infecções falecem. O risco de desenvolvimento de pneumonia 

nosocomial é de 10 a 20 vezes maior nas unidades de terapia intensiva (UTIs), 

sendo que o seu desenvolvimento em pacientes com ventilação mecânica e/ou 

umidificador varia de 7% a 40%. (Craven DE, 1991; Kollef MH & Fraser VJ, 2001). 

  Foram observados microrganismos multirresistentes em diferentes gêneros 

e espécies bacterianas apresentando um mesmo plasmídio transferido entre as 

mesmas. A pressão seletiva de antimicrobianos e a eventual presença de gene(s) de 

virulência favorecem a disseminação em diferentes espécies (Sarno et al., 2002). A 

presença de microrganismos produtores de ESBLs (Beta-lactamase de espectro 

estendido) e de plasmídios que poderão ser responsáveis pela expressão de vários 

fatores de virulência e enzimas capazes de modificar e inativar drogas. 

             A condição de um microrganismo ser multirresistente é favorecida pela 

pressão seletiva determinada pelo uso indiscriminado de agentes antimicrobianos 

dentro e fora do ambiente hospitalar. Fora do ambiente hospitalar, é reconhecida a 

existência de cepas resistentes a pelo menos um tipo de agente antimicrobiano de 

importância terapêutica (Hawkey, 1986). Indivíduos que fazem uso de agentes 

antimicrobianos sem orientação médica, facilitam a seleção de microrganismos 

resistentes a microbiota, o que em momento futuro pode resultar em infecções de 

difícil tratamento (Aslangul E et al., 2006). 

   A resistência a antimicrobianos tem aumentado rapidamente nos últimos 

anos, gerando uma necessidade crescente do conhecimento do perfil de 

sensibilidade das bactérias que freqüentemente causam infecções e do modo de 

disseminação da resistência (Sousa Jr et al., 2004). A resistência a antimicrobianos, 

incluindo aos β-lactâmicos, surge, tipicamente, dentro de 2-3 anos após a introdução 

de um antimicrobiano no uso clínico (Hall BG & Barlow M, 2004). Os mecanismos 

genéticos que codificam a resistência bacteriana se expressam por seis principais 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aslangul%20E%22%5BAuthor%5D
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mecanismos bioquímicos de ação: inativação enzimática da droga, alteração da 

permeabilidade bacteriana a droga, alteração de sistemas de transporte na célula, 

retirada ativa da droga do meio intracelular, alteração do receptor a droga, 

modificação do sistema metabólico ativo para a droga e síntese das vias 

metabólicas alternativas, sendo a inibição ou inativação enzimática produzida pelos 

microrganismos, provavelmente, o principal mecanismo molecular de resistência 

microbiana (Sousa Jr et al., 2004). 

 

β-lactamases  

 

β-lactamases são enzimas capazes de hidrolisar a ligação amida do anel β-

lactâmico de penicilinas, cefalosporinas e outros antimicrobianos relacionados, 

tornando-os inativos (Souza Jr et al,2004). As β-lactamases são a causa principal de 

resistência aos antibióticos β-lactâmicos pelos microrganismos Gram-negativos 

(Tavares,1996; Paterson & Bonomo, 2005). 

          Desde sua introdução na prática clínica, a efetividade dos antibióticos β-

lactâmicos tem sido reduzida pela ocorrência de bactérias que são resistentes ao 

seu modo de ação (Heritage et al., 1999).  Logo após a introdução da penicilina G 

constatou-se prontamente a resistência em S. aureus devido a penicilinases 

codificadas por genes plasmidiais que conferem resistência a penicilinas, mas não 

às cefalosporinas de amplo-espectro (Bush et al,1995). Muitos gêneros de bactérias 

Gram-negativas possuem gene para a produção de β-lactamase naturalmente 

codificada no cromossomo (Bradford, 2001). K.pneumoniae e K. oxytoca 

apresentam resistência a aminopenicilinas e carboxipenicilinas devido à presença de 

uma β-lactamase cromossômica da classe 2b, SHV-1 e 2be, K-1 (KOXY) (Famiglietti 

et al, 2005). 

Na tentativa de controlar o problema crescente da resistência bacteriana, as 

cefalosporinas de espectro aumentado foram introduzidas na prática clínica na 

década de 80 (Heritage et al, 1999). Entretanto, rapidamente foi observada a 

resistência a antibióticos β-lactâmicos de espectro estendido em razão de um novo 

grupo de enzimas β- lactamases (Bradford, 2001). Este grupo foi primeiramente 

referido como resultado da expressão de genes presentes em plasmídios, como 

TEM-1, TEM-2, SHV-1, os quais sofreram mutações semelhantes, resultando em 

substituições no aminoácido terminal e no sítio alvo destas enzimas, causando um 
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aumento de sua ação sobre as cefalosporinas (Dalmarco et al, 2006). Devido ao 

aumento do seu espectro de atividade, especialmente contra oximino-

cefalosporinas, essas enzimas foram chamadas ESBL (β- lactamases de espectro 

estendido) (Bradford, 2001). 

 

Em 1989, Bush propôs uma classificação para β-lactamases de acordo com o 

seu substrato e propriedades de inibição, juntamente com as características 

funcionais e moleculares. Quatros grupos foram classificados como : Grupo 1 ( β- 

lactamases que não são inibidas pelo ácido clavulânico; Grupo 2 ( β-lactamases de 

amplo espectro, geralmente inibidas pela ação do ácido clavulânico; Grupo 3  

(Metalo-β-lactamases que atuam sobre penicilinas, cefalosporinas e 

carbapenêmicos, inibidas pelo  EDTA- ácido etilenodiaminotetracético, quelante); 

Grupo 4 (β-lactamases que não são inibidas pelo ácido clavulânico, indistinguível do 

grupo 1). Ambler propôs uma outra classificação em quatro classes designadas em 

A, B, C e D, baseada na classificação molecular e de acordo com a seqüência 

genética. As enzimas de classe A,C e D, segundo Ambler, são serina β-lactamases 

que atuam sobre o antibiótico, rompendo o anel β- lactâmico  por hidrólise, com 

conseqüência inativação da droga. As β-lactamases da classe B, rompem o anel 

beta-lactâmico a partir da utilização de íons de zinco (Bradford, 2001).Na Tabela 1,  

estão apresentadas os diversos esquemas de classificação propostos por Bush e 

colaboradores(1995). 

    As ESBL são um grupo de enzimas capazes de hidrolisar diversos 

antibióticos da classe dos β-lactâmicos cujos genes codificadores podem estar 

contidos em regiões transponíveis do cromossoma e/ou plasmídios, e serem assim 

transferidos para outros microrganismos, contribuindo para a disseminação de 

resistência a estes agentes antimicrobianos (Livermore et al, 2005). Em bactérias 

Gram positivas envolve diversos mecanismos, enquanto que em bactérias Gram 

negativas a transferência da resistência pode decorrer de processos de conjugação 

bacteriana. Durante a conjugação bacteriana o DNA plasmidial é replicado enquanto 

que o mesmo não ocorre com o DNA cromossomal, o que confere vantagem 

evolutiva adicional ao plasmídio. Esta replicação extra permite ao plasmídio a sua 

disseminação entre a população bacteriana. Desde que plasmídios podem 

usualmente ser transferidos para diferentes linhagens e espécies bacterianas, 

podem entrar em diferentes nichos ambientais (Pérez-Pérez & Hanson, 2002). 
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Tipos de β-lactamases de espectro estendido (ESBL) 

β-lactamase do tipo TEM 

          A primeira β-lactamase mediada por plasmídio em Gram-negativo foi descrito 

no ínicio da década de 60 e foi detectada em uma cepa de E.coli isolada de uma 

cultura de sangue de uma paciente chamada Temoriana, na Grécia, sendo 

denominada de TEM (Bradford, 2001). Muitas enzimas representantes de ESBLs 

evoluíram de TEM-1, TEM-2 e SHV-1, que são frequentemente expressas em 

bactérias Gram-negativas  e que conferem resistências a ampicilina, amoxicilina e 

outras penicilinas, cefalosporinas das primeiras gerações mas, não as de última 

geração (Paterson & Bonomo 2005).  

 ESBLs surgiram através de mutações que resultaram na substituição de um 

ou mais aminoácidos que alteraram a configuração e propriedades do sítio ativo, 

expandindo o espectro hidrolítico desta enzima (Rasheed et al, 2000). Por anos, 

TEM-1 e seus descendentes têm sido um dos genes de resistência a antibióticos 

mais extensivamente pesquisados, não somente por ser um dos genes mais 

comumente encontrados, mas também por sua extraordinária plasticidade fenotípica 

(Hall et al,2004). 

 

β-lactamase do tipo SHV 

 

β-lactamase SHV-1 é comumente encontrada em K. pneumoniae e é 

responsável pela resistência a ampicilina em 20% das cepas desta espécie, genes 

que a codificam podem ser transferidos por plasmídios. Em muitas cepas de K. 

pneumoniae o gene bla SHV-1 está integrado no cromossoma. Existe a hipótese 

que o gene que codifica a SHV-1 possa ser parte de um elemento móvel 

(transposon) (Bradford, 2001; Paterson & Bonomo, 2005). 

A maioria das variações de SHV que possuem fenótipo ESBLs, são 

caracterizadas pela substituição de uma serina por glicina na posição 238. O resíduo 

de serina na posição 238 é crítico para a hidrólise da ceftazidima, e o resíduo de 

lisina é crítico para hidrólise eficiente da cefotaxima. Grande parte dos derivados das 

enzimas tipo SHV possuem fenótipo ESBL e são encontradas em K. pneumoniae, 
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sendo encontradas, também, em Citrobacter diversus, E. coli e P. aeruginosa 

(Bradford, 2001; Paterson & Bonomo, 2005). 

 

β-lactamase do tipo CTX-M 

 

β-lactamases CTX-M, são reconhecidas como uma importante causa de 

resistência a cefotaxima em Enterobacteriaceae são consideradas como uma nova 

família de ESBL com expressão mediada por plasmídios. Foram encontradas em 

cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium e E. coli. Entretanto, tais 

enzimas vêm sendo descritas em outras espécies da família Enterobacteriaceae 

(Bradford, 2001; Paterson & Bonomo, 2005 ; James et al., 2007). 

As enzimas do tipo CTX-M apresentam apenas 40% de homologia com  

outras ESBL dos tipos TEM e SHV. Entretanto, foi relatado um alto grau de 

homologia entre a enzima cromossomal AmpC de Kluyvera ascobarta e a enzima 

CTX-M, sugerindo que tal grupo de enzimas foi originado a partir de mutações das 

AmpC (Bradford, 2001; Li et al, 2001). Estudos cinéticos mostram que estas enzimas 

hidrolisam melhor cefalotina que benzil-penicilina e, preferencialmente cefotaxima, 

porém, algumas cepas hidrolisam ceftazidima (Bradford, 2001). Ao contrário das 

enzimas AmpC as enzimas das classes CTX-M são inibidas pelos inibidores de β-

lactamases tazobactam, sulbactam e clavulanato. Surtos de infecção hospitalar 

causados por cepas que expressam CTX-M têm ocorrido na América do Sul, Leste 

Europeu e Ásia (Bradford, 2001; Gang-Liu, 2008; Coque, 2008) 

 

Metalo--lactamases 

 

As metalo--lactamases (MBL) são -lactamases da classe B de Ambler 

(1991) ou da classe 3 de Bush-Jacob-Medeiros (1995), também chamadas de 

metalo-enzimas. Estas enzimas possuem elevada atividade para carbapenemas 

(carbapenemases) e são capazes de hidrolizar todos os -lactâmicos 

comercialmente disponíveis, sendo a única exceção o monobactâmico aztreonam. 

As características essenciais destas enzimas são: 1. Zinco-dependência, isto é, 

necessita de íons zinco ligados em seu sítio catalítico; 2. Presença de resíduos-

chave de aminoácidos responsáveis pela interação da enzima com o zinco; 3. 
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Inibição por compostos quelantes de metais, como o ácido etileno diaminotetracético 

(EDTA) e derivados do ácido tiolático, como o ácido 2-mercaptopropiônico (MPA); 4. 

Resistência à ação dos inibidores de serino--lactamases (ácido clavulânico, 

sulbactam e tazobactam) (Mendes et al.,2006). 

As MBL são produzidas intrinsecamente por diversos microrganismos 

ambientais e patogênicos, incluindo Bacillus cereus, Bacteroides fragilis, 

Stenotrophomonas maltophilia, Chryseobacterium meningosepticum, 

Chryseobacterium indologenes, Legionella gormanii, Janthinobacterium lividum, 

Aeromonas sp. e Caulobacter crescentus  (Walsh et al., 2002).  Entretanto, desde o 

início da década de 90, novas MBL têm sido identificadas em microrganismos 

clinicamente relevantes como P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e membros da 

família Enterobacteriaceae (Poirel et al.,2000; Riccio et al., 2000; Yan et al., 2001).  

As MBL adquiridas são enzimas de grande relevância clínica pois, além de 

conferirem resistência à virtualmente todos os -lactâmicos, inclusive 

carbapenemas, oferecem risco de rápida disseminação uma vez que seus genes 

são veiculados por elementos genéticos móveis, o que permite a sua transferência a 

outras cepas de P. aeruginosa e a outros BGN não relacionados. Por isso, estas 

MBL são também designadas como MBL móveis ou transferíveis (Cornaglia et al., 

2000; Crespo et al. ,2004; Poirel et al., 2004; Walsh et al., 2005). 

Atualmente, são conhecidas cinco subclasses, tipos ou famílias de MBL 

adquiridas, a saber: IMP (imipenemase) (Osano et al.,1994), VIM (Verona 

imipenemase) (Lauretti et al., 1999), SPM-1 (São Paulo metalo--lactamase) 

(Toleman et al., 2002), GIM-1 (German imipenemase) (Castanheira et al., 2004) e a 

recém-identificada SIM-1 (Seoul imipenemase) (Lee et al., 2005). 

 

Mecanismos genéticos da resistência 

 

              A resistência aos agentes antimicrobianos apresenta caráter genético, 

relacionado à existência de genes contidos nos microrganismos, que codificam 

diferentes mecanismos bioquímicos que impedem a ação de drogas (Tavares, 

1996). A resistência bacteriana aos antimicrobianos pode se dar através de 

mecanismos intrínsecos ou adquiridos. Mecanismos intrínsecos são aqueles 

naturalmente existentes nos genes encontrados no cromossomo bacteriano, como 
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por exemplo β-lactamase AmpC de algumas espécies de bactérias Gram-negativas, 

sistemas de efluxo de drogas e impermeabilidade às drogas por alterações nos 

sistemas de permease ou porinas presentes na membrana externa. Os mecanismos 

adquiridos envolvem mutações nos genes ou aquisição de genes por plasmídios, 

bacteriófagos, transposons e outros elementos de mobilidade genética (Aleskshun et 

al., 2007). A aquisição pode ocorrer inclusive entre microrganismos Gram-negativos 

não relacionados sob o ponto de vista filogenético, ocorrendo, de modo geral, 

através de transferência horizontal (Tenover, 2006). Dados sobre a evolução das β-

lactamases indicam que estas têm sido encontradas em plasmídios e que estes 

foram capazes de se mover entre reinos bacterianos por milhões de anos, 

significando que a mobilização de plasmídios e a transferência horizontal não são 

fenômenos ocorridos exclusivamente nos tempos modernos, através de pressão 

seletiva com o uso de antimicrobianos, na medicina e na agricultura (Hall et al.,  

2004).  

 Além dos plasmídios, os transposons que codificam β-lactamases de 

espectro estendido têm sido descritos. Um exemplo é o transposon Tn1331 que 

possui dois genes β-lactamase: blaTEM  (idêntico ao presente em Tn3) e blaoxa-9 

(Tolmasky,2000). A ocorrência de genes bla em elementos genéticos móveis 

dificulta as tentativas de classificar estes elementos por localização genética 

(Heritage et al., 1999).  Um outro mecanismo de disseminação de genes de 

resistência, conhecido como integrons, possui como característica a capacidade de 

envolver elementos de DNA que medeiam a integração de genes de resistência por 

um mecanismo de recombinação sitio-específica (Lévesque et al.,  1995).  Integrons 

são altamente eficientes em recombinação e como sistemas de expressão, sendo 

capazes de capturar genes como parte de elementos genéticos conhecidos como 

cassete gênicos (Machado et al., 2005). 

 Genes que codificam ESBL são frequentemente localizados em plasmídios 

conjugativos (por exemplo blaTEM ou blaSHV), embora muitos dos gens ESBLs 

recentemente descritos estejam frequentemente, dentro de estruturas como 

integrons (Machado et al, 2005). A presença de integrons contendo resistência a 

antimicrobianos amplamente disseminados em Enterobacteriaceae indica a 

existência de um reservatório substancial, potencialmente alimentando a resistência 

a múltiplas drogas no ambiente hospitalar (Machado et al, 2005).   

            Diversos elementos genéticos desempenham um papel central na evolução 
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bacteriana provendo mecanismos para gerar diversidade e tendo um sistema de 

transferência capaz de disseminar seqüências entre outras bactérias, sendo um bom 

exemplo o fenômeno da participação de transposons na rápida disseminação de 

resistência antibiótica entre populações bacterianas, além daquelas causadoras de 

infecções hospitalar, e o papel de integrons na manutenção e disseminação do gene 

sul1 em enterobactérias (Gomes-Lus,1998). As bactérias Gram-negativas 

apresentam um número extraordinário de diferentes β-lactamases, sobretudo 

cromossômicas e plasmidiais (Sousa Jr et al, 2004). 

 As bolsas periodontais podem vir a constituir um ameaça aos indivíduos 

portadores submetidos a esquemas quimioterápicos com β-lactâmicos direcionados 

a infecções comunitárias. A seleção mediada pelo antimicrobiano pode favorecer a 

disseminação de genes de resistência para outras espécies que colonizam o 

hospedeiro podendo, posteriormente, disseminar para outros indivíduos através de 

contatos. A disseminação poderá assumir proporções mais preocupantes se vierem 

a ocorrer em ambientes nosocomiais. Estudos relatam que E. cloacae é classificado 

como uma das principais espécies prevalentes em unidades intensivas que 

naturalmente expressam resistência a cefalosporinas de 1ª e 2ª geração e 

aminopenicilinas, através do mecanismo mediado para a produção da enzima AmpC 

( Ambler classe C β-lactamase; Bush Grupo 1). 
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Tabela 1- Esquema de classificação das β-lactamases 

 

Grupo  Classe 

Molecular 

Substratos 

preferências  

Inibição 

pelo ÁC. 

Clavulânico 

EnzimasRepresentativas 

(Exemplos) 

1 C Cefalosporinas Não Enzima AmpC de bactérias 

Gram-negativo;MIR-1 

2a A Penicilinas Sim Penicilinases de bactérias  

Gram-positivas 

2b A Penicilinas, 

Cefalosporinas 

Sim TEM-1, TEM-2, SHV1 

2be  A Penicilinas 

Cefalosporinas 

Sim TEM-3 a TEM-26, SHV-2 a 

SHV-6, Klebsiella oxytoca K1 

2br A Penicilinas Sim/Não TEM-30 a TEM-36, TRC 

2c A Penicilinas 

Carbenicilina 

Sim PSE-1,PSE-3,PSE-4 

2d D Penicilinas 

Cloxacilina 

Sim/Não Oxa-1 a Oxa-11, PSE-2  

2e A Cefalosporinas Sim Cefalosporinases induzíveis de 

Proteus vulgaris 

2f A Penicilinas 

Cefalosporinas 

Carbapenêmicos 

Sim NMC-A de Enterobacter 

cloacae,Sme-1 de Serratia 

marcescens 

3 B Maioria dos beta-

lactamicos, incluindo 

carbapenêmicos 

Sim L1 de Stenotrophomonas 

maltophilia, CcrA de 

Bacteroides fragilis 

4 Não 

determinada 

Penicilinas Não Penicilinases de Burkhoderia 

cepacia 

Bush, Jacoby e Medeiros 
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1 OBJETIVOS 

 

A cavidade oral é considerada uma porta de entrada principal de diversos 

patógenos humanos. Patologias periodontais podem ser consideradas micro 

ambientes especiais, em virtude de favorecer a formação de exsudato sérico rico em 

proteínas do sistema complemento, além possuírem uma região de epitélio ulcerado 

sendo permissivo à translocação microbiana. Em adição, estudos vêm comprovando 

que algumas das espécies bacterianas encontradas na cavidade oral podem migrar 

através do trato respiratório ou da corrente sanguínea. Apesar de estudos anteriores 

correlacionarem a presença das enterobactérias em quadros de periodondites, os 

diversos aspectos ecológicos e biológicos inerentes às diferentes espécies de 

enterobactérias isoladas desses sítios, ainda não foram completamente 

estabelecidos. Os estudos desenvolvidos durante a fase inicial desse trabalho 

demonstraram o isolamento de enterobactérias de bolsas periodontais em 20% dos 

pacientes portadores de periodontite crônica onde 50% dos isolados apresentaram 

resistência múltipla a pelo menos duas classes distintas de agentes antimicrobianos. 

Embora o isolamento de espécies de enterobactérias em bolsas periodontais não 

seja freqüentemente valorizado, o fato desses microrganismos apresentaram-se 

resistentes aos antimicrobianos e capazes de produzir metabólitos envolvidos em 

processos de degradação tecidual do hospedeiro, vêm estimulando investigações 

adicionais relativas aos mecanismos de virulência e resistência aos agentes 

antimicrobianos.  

 

1.1 Objetivo geral 

O objetivo geral da presente investigação foi o de analisar a expressão de 

fatores de virulência e os mecanismos de resistência aos antimicrobianos da classe 

dos β-lactâmicos de cepas de enterobactérias isoladas de lesões de periodontite 

crônica. 
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1.2 Objetivos específicos 

 Caracterizar através de métodos fenotípicos as diferentes espécies de             

enterobactérias previamente isoladas de bolsas periodontais de pacientes 

portadores de periodontite crônica. 

 

 Determinar a atividade hidrolítica para substratos diversos das cepas 

passíveis de serem associadas aos processos de remodelamento tecidual: 

gelatinase, elastase, caseinase, lipase, lecitinase e desoxirribonuclease; 

 

 Caracterizar os perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos, identificar 

fenótipos de multirresistência e determinar o perfil de resistência aos 

antimicrobianos β-lactâmicos de pequeno e largo espectro através da 

determinação das concentrações inibitórias mínimas. 

 

 Investigar, através de métodos fenotípicos, a expressão de resistência 

ampliada aos antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos (AmpC) e de 

ESBLs nas amostras multirresistentes. 

 

 Pesquisar a presença de plasmídios codificadores de genes de resistência 

aos agentes antimicrobianos. 

 

  Realização dos ensaios de conjugação e transformação por metodologias 

diversas. 

 

   Pesquisar aspectos moleculares dos mecanismos de resistência aos β-

lactâmicos, utilizando iniciadores para genes codificadores de diferentes 

ESBL através da técnica de PCR. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Amostras bacterianas e condições de cultivo 

 

Foram inicialmente avaliadas neste estudo 16 cepas de enterobactérias  

previamente isolados de bolsas periodontais de indivíduos da comunidade 

portadores de periodontite crônica (Gonçalves, 2005). As cepas foram estocadas por 

congelamento –20oC na Disciplina de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de 

Ciências Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. As cepas foram 

submetidas a confirmação de identificação fenotípica, através métodos 

convencionais, incluindo os testes de motilidade, produção de H2S e gás, indol, 

fermentação da glicose e lactose, produção de uréia, utilização de citrato como fonte 

de carbono mineral, descarboxilação de lisina e ornitina, alem da dehidrolização de 

arginina. Durante a realização dos ensaios as amostras foram mantidas através de 

passagem em placas de agar soja tripticaseína- TSA (Difco Laboratories, Detroit, 

MI). 

 

2.2 Atividade proteolítica  

        

   A atividade proteolítica sobre a caseína foi realizada através do teste descrito 

por Burke e colaboradores (1991). Cinco microlitros de cultivo bacteriano recente (18 

horas) em caldoTSB (Difco) foram semeados em círculos em ágar Muller-Hinton 

(Difco) acrescido de Leite desnatado a 3% (Skim Milk, Difco). A leitura foi realizada 

através da determinação dos halos de hidrólise formados ao redor do crescimento 

bacteriano. 

 A atividade de elastase também foi avaliada através do cultivo das amostras, 

em “spots” de 5 L, na superfície do meio agar Müller-Hinton (Difco) adicionado de 

1% de elastina complexada ao Vermelho do Congo (Sigma Chemical Co, St Louis, 

USA). Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram halo de 

hidrólise em torno do crescimento (Sbarra et al., 1960; Edberg et al., 1996). 

 A atividade proteolítica sobre a gelatina foi determinada através da inoculação 

das amostras bacterianas em caldo nutriente (Merck, Darmstadt, DE) acrescido de 

12% de gelatina (Difco). A liquefação do meio foi indicativa da atividade de 

gelatinase (MacFaddin, 1980). 
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Em todos os experimentos, as placas ou tubos foram incubados a 37ºC por 48 

horas e depois mantidos em temperatura ambiente por até 21 dias. As placas foram 

seladas com filme de PVC com o intuito de evitar o ressecamento dos meios de 

cultura. O controle positivo utilizado em todos os ensaios foi a amostra P. aeruginosa 

ATCC 27853.  

 

2.3 Atividade de DNase 

            

A atividade desoxiribonucleásica foi realizada através da semeadura de 5 µl 

do crescimento bacteriano sob forma de círculo, na superfície de placas contendo 

DNAse Test Agar (BBL, Cockeysville, USA) adicionado de 0,01% de azul de 

toluidina. Após incubação a 37ºC por 48 horas, a atividade hidrolítica sobre o DNA 

foi evidenciada pela presença de halos de coloração vermelha. A cepa 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo (Janda & 

Bottone, 1981; Edberg et al.,1996). 

 

2.4 Atividade hidrolítica sobre lipídeos (lípase e lecitinase) 

     

A atividade de lipase foi avaliada através da semeadura de spot de 5 µL de 

cultivo recente em placas de TSA (Difco) contendo 1% de Tween 80 (Merck). A 

presença de um halo de precipitação branco, em torno da semeadura, indicou 

atividade lipolítica. O controle utilizado foi a amostra Aeromonas hydrophyla ATCC 

7966. 

A atividade de lecitinase foi determinada através da semeadura em meio TSA (Difco) 

suplementado com 5% de gema de ovo. O resultado foi considerado positivo após a 

formação de um precipitado branco em torno das colônias. Para ambos os testes, as 

placas foram incubadas até 21 dias a 37ºC, envoltas em filme de PVC para evitar o 

ressecamento das mesmas (Edberg et al., 1996). 

 

2.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos 

 

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA) pelo método de disco 

difusão foi realizado em placas de agar Mueller Hinton (Oxoid, Hampshire, 

Inglaterra). Foram utilizados discos impregnados com os seguintes antimicrobianos 
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(Oxoid): amicacina (5g), amoxicilina/clavulanato (30g/10g), ampicilina (10g), 

aztreonam (30g), cefalotina (30g), cefepima (30g), cefotaxima (30g), cefoxitina 

(30g), ceftazidima (30g), ceftriaxona (30g), ciprofloxacina (5g), gentamicina 

(10g), imipenem (10g). As medidas dos diâmetros dos halos de inibição foram 

realizadas após incubação por 18 horas a 35oC ± 1oC. Os critérios de leitura foram 

os preconizados pelo documento M-100-S17 do Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2007). Como controles, foram utilizadas as cepas E. coli ATCC 

25922(cepa sensível aos beta-lactâmicos) e E. coli ATCC 35218 (cepa resistente 

aos beta-lactâmicos). 

A determinação das concentrações inibitórias mínimas (CIM) foi realizada 

através da técnica da microdiluição em placa (volume final de 100 µL/poço). Foram 

utilizados sais dos antimicrobianos ampicilina, ceftriaxona, ceftazidima, cefoxitina, 

aztreonam, imipenem, cefepima e cefalotina (Sigma), diluídos em caldo Muller-

Hinton (Oxoid). Para a realização dos ensaios as amostras foram semeadas em ágar 

TSA (Difco) sendo incubadas a 35oC ± 1oC por 18-24horas. A partir do crescimento 

foram transferidas cinco colônias para tubo de ensaio contendo 3 mL de caldo BHI 

(Difco), incubando-o a 35oC ± 1oC por 6 horas. Posteriormente, transferiu-se uma 

alíquota do inóculo para tubo de ensaio contendo 2,5 mL de solução salina estéril 

(NaCl a 0,85%), de forma a obter turvação equivalente ao padrão 0,5 da Escala de 

Mc Farland. Em seguida, uma alíquota de 100µL foi adicionada a um tubo contendo 

900 µL de caldo Müller Hinton , configurando a solução de trabalho que foi inoculada 

na microplaca junto à solução de antimicrobianos previamente diluídas. O tempo 

entre o preparo do inoculo de trabalho e a deposição nos poços das microplacas não 

excedeu 5 minutos. Após incubação por 18 horas a 35oC ± 1oC, a CIM foi 

determinada como a maior diluição do antimicrobiano onde não foi observado o 

crescimento microbiano (turvação), observado sob lente de aumento. Consideraram-

se como resistentes amostras com CIM ≥32 µg/ml, intermediárias amostras com 8 

µg/ml ≥ CIM ≤32 µg/ml e sensíveis amostras com CIM ≤8 µg/ml. A cepa E. coli ATCC 

25922 foi utilizada como controle de acordo com as normas CLSI, 2007. 
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 2.6 Testes fenótipicos para detecção de β-lactamases 

  

Devido à resistência a grande parte dos β-lactâmicos testados além do 

predomínio de microrganismos do grupo CESP (C. freundii, Enterobacter spp., 

Serratia spp., Providencia spp) e Morganella morganni isolados dos sítios com 

comprometimento periodontal, foram realizados testes fenotípicos para a detecção 

de cefalosporinases (AmpC) e beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). Em 

todos os testes fenotípicos, as cepas foram previamente cultivadas em agar Muller-

Hinton. Após seleção de 4-5 colônias, a suspensão de trabalho foi preparada em 

salina na concentração equivalente ao padrão 0,5 da Escala de Mc Farland, 

conforme as recomendações do CLSI (2007). As suspensões bacterianas foram 

semeadas e os discos contendo agentes antimicrobianos foram posicionados em 

diferentes distâncias (centro a centro) seguindo recomendações especificadas para 

cada procedimento, conforme descrito por autores diversos. 

 

2.6.1 Testes de detecção de AmpC 

 

A enzima AmpC é uma β-lactamase com atividade sobre cefalosporinas de 

1ª, 2ª e 3ª gerações. De modo geral são induzidas pelo uso de β-lactâmicos e sua 

produção pode ser observada a partir de testes fenotípicos. 

 

2.6.1.1 Teste cloxacilina  

 

Neste teste, foram posicionados discos contendo 500µg cloxacilina (Neo-

Sensitabs, Rosco Diagnostica S/A, Taastrusp, Denmark), ceftazidima e cefotaxima 

(Oxoid), ambos contendo 30µg. O disco de cloxacilina foi posicionado no centro em 

eqüidistância (centro a centro do disco) de 25mm, entre os discos de ceftazidime e 

cefotaxime. Após incubação a 37ºC overnight, a observação de aumento da zona de 

inibição entre os antimicrobianos (cefalosporina/cloxacilina) com deformação dos 

halos com aumento de sensibilidade das cepas para uma das cefalosporinas é 

indicativo da inibição da expressão de AmpC. O teste se baseia no fato da 

cloxacilina ser inibidor da produção da enzima  AmpC. Como controle negativo foi 

utilizada a cepa E. coli ATCC 25922 (Beatriz Mirelis et al; 2006).  
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2.6.1.2 Teste de indução de AmpC 

  

Foi empregado a combinação de discos contendo 30µg de cefoxitina e 

ceftriaxona distantes 25mm centro a centro. A observação de redução do halo de 

inibição (acompanhado de deformação) observado para a ceftriaxona na interseção 

com a cefoxitina é indicativo de indução da enzima AmpC (Pitout et al, 2003). 

 

2.6.1.3 Teste de Hodge Modificado 

 

O teste de Hodge baseia-se na utilização uma cepa sensível (cepa indicadora 

E.coli ATCC 25922) à cefoxitina (30µg) acompanhada da semeadura perpendicular 

ao disco (distante 5 mm da borda do disco) das cepas teste. Caso ocorra a produção 

de AmpC pelos isolados será observado a resistência da cepa indicadora, sensível à 

cefoxitina, em torno do crescimento da cepa teste. O aspecto final é a deformação 

do halo de inibição da cepa indicadora (em forma de borboleta) após o cultivo 

durante 18h a 37ºC  (Yong D, et al; 2002). 

 

2.6.2 Testes fenotípicos para a detecção de β-lactamases de espectro estendido 

(ESBL) 

  

As cepas clínicas que apresentaram características de resistência às 

cefalosporinas de terceira geração: ceftazidima e ceftriaxona e de quarta geração: 

cefepime, além da resistência ao monobactâmico aztreonam, através dos testes de 

sensibilidade de disco-difusão e confirmação com MIC acima de 2 μg/mL para a 

ceftazidima, ceftriaxone e aztreonam, foram incluídas nos testes para a expressão 

fenotípica de ESBL. Todos os testes para a detecção fenotípica de ESBL foram 

realizados através dos métodos de disco difusão, com aproximação de discos 

contendo agentes antimicrobianos ou quelantes. 

As cepas teste foram diluídas em solução salina no padrão 0,5 da escala 

nefelométrica de McFarland e semeadas com auxílio de swab estéril em placas de 

agar Muller Hinton ajustado de cátions. As leituras foram realizadas após incubação 

durante 18 horas a 35ºC. Como controle negativo foi utilizada a cepa E. coli 

ATCC25922 e como controle positivo, a cepa Klebsiella pneumoniae ATCC700603. 

Os testes foram realizados de acordo com os procedimentos especificados abaixo. 
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2.6.2.1 Teste disco combinado 

            

           A pesquisa da produção de ESBL foi realizada segundo as recomendações 

estabelecidas pelo NCCLS (2003) e os critérios de leitura seguiram as 

recomendações do CLSI (2007), através da técnica de disco combinado. As 

amostras foram semeadas em confluência, em agar Muller Hinton e discos de 

antimicrobianos contendo determinado antimicrobiano e o mesmo antimicrobiano 

associado ao inibidor de β-lactamase foram distribuídos na superfície das placas 

previamente semeadas e incubadas para posterior leitura. Os discos contendo 

agentes antimicrobianos utilizados (Oxoid) foram: ceftazidima (30µg)-

ceftazidima/ácido clavulânico (30/10µg), cefotaxima (30µg)-cefotaxima/ácido 

clavulânico (30/10µg). Os testes foram considerados como positivos para a 

expressão de ESBL quando ocorre o aumento do halo de inibição igual ou superior a 

5 mm quando do uso do disco combinado (antimicrobiano + ácido clavulânico). 

 

2.6.2.2 Teste de aproximação dos discos 

   

           Nos testes de aproximação foram colocados, sobre as placas semeadas em 

confluência, discos combinados na posição central contendo os antimicrobianos 

amoxilina/ácido clavulânico (30/10µg). Lateralmente ao disco combinado e em 

equidistância de 20mm (centro a centro) foram colocados discos contendo  

ceftazidima e aztreonam.  O sinergismo entre os discos com distorção dos halos e 

formação da chamada zona fantasma caracteriza a suspeita de positividade para a 

produção de ESBL (Fig.1B1 ; 1B2).  

 

2.6.2.3 Teste de disco duplo modificado (TDDM) 

  

       As amostras que apresentaram alterações nas CIM foram testadas através da 

técnica do disco duplo modificado. Os discos contendo os agentes antimicrobianos 

foram depositados em duas placas distintas eqüidistantes 30 mm e 20mm (centro a 

centro) de um disco de amoxicilina contendo clavulanato de potássio (30/10 µg) 

posicionado no centro da placa de Petri, conforme as Figuras 2B1, 2B2. Foram 

utilizados os seguintes agentes antimicrobianos: Ceftazidima (CAZ), Cefotaxima 

(CTX), Ceftriaxone (CRO), Cefepime (CPM), Aztreonam (ATM) e Cepirome (CPO). 
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As variações nos halos de inibição, com presença de sinergismo entre os halos 

quando da aproximação dos discos entre os antimicrobianos, foram interpretadas 

como resultados positivos para detecção de ESBLs. (Tzelepi, et al, 2000). 

 

2.6.2.4 Detecção de metalo-β-lactamases (MBL) 

   

        Foram empregados discos contendo inibidores com atividade quelante de íons 

metálicos, visto que a atividade enzimática neste grupo de enzimas é dependente de 

íons metálicos. Foram utilizados discos contendo os antimicrobianos ceftazidima 

(30g) e imipenem (10g), separados entre si por 5cm de distância (centro a centro). 

e um disco estéril de papel de filtro não impregnado, posicionado a 2,5cm de cada 

substrato. No disco não impregnado foram adicionados 3L de solução não diluída 

de MPA (ácido 2-mercaptopropiônico, Aldrich Chemical Company, Inc., EUA). Na 

porção inferior da mesma placa, foram posicionados discos de CAZ e IMP 

separados entre si por 4cm de distância (centro a centro), e um disco estéril de 

papel de filtro não impregnado, posicionado a 1cm de cada substrato, no qual 

adicionou-se 10L de solução de EDTA(ácido etileno-diaminotetracético, Merck, 

darmstadt DE) a 0,5M. As cepas P. aeruginosa 166 (amostra clínica produtora de 

SPM-1) (Carvalho et al. 2006) e S. maltophilia ATCC foram utilizadas como 

controles positivos, e a cepa P. aeruginosa ATCC 27853, como controle negativo. 

O aumento dos halos de inibição entre os agentes quelantes e os agentes 

antimicrobianos denotou sinergismo entre os agentes quelantes de íons e a inibição 

da atividade de MBL (Mendes et al, 2006).  

  

2.7 Experimentos de transferência de resistência aos β-lactâmicos  

  

 2.7.1 Conjugação bacteriana 

 

             A amostra doadora (resistentes aos β-lactâmicos) e receptora (E. coli K12 

R23 resistente a 100µg/ml de rifampicina, e sensível aos β-lactâmicos) foram 

cultivadas por 18 horas em caldo de BHI a 37ºC. As amostras doadoras e amostra 

receptora foram misturadas nos volumes de 50µl(doadora) e 450µl (receptora), 

respectivamente, em tubos contendo 4,5mL de caldo BHI. Após incubação por 3hs a 
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37ºC sem agitação. Após este período 0,1mL(100µl) da mistura foi plaqueada em 

agar Müller Hinton duplamente seletivo  contendo 100µg/ml de rifampicina  e 

100µg/ml de ampicilina, incubadas por 24/48hs a 35-37ºC. Após observação do 

crescimento bacteriano as cepas são confirmadas bioquimicamente e realizada o 

antibiograma. A extração do DNA plasmidial e eletroforese foram realizadas para a 

verificação da transferência de marcadores de resistência. 

 

2.7.2 Transformação 

 

2.7.2.1 Extração e purificação de plasmídios 

 

O crescimento bacteriano em MH, foi submetido a lise celular com 200 l de 

solução de lise (SDS 3% Life Technologies, NY , USA) e Tris 50 mM pH 

12,6(GibcoBRL), em tubos tipo Eppendorf. O material foi incubado em banho-maria 

a 55°C por 1 hora, para desnaturação irreversível do DNA cromossomal. Após o 

tempo de incubação, 200 l de fenol clorofórmio (v/v) foram adicionados a mistura, 

posteriormente submetida a homogeneização por movimentos de leve inversão dos 

tubos e separação das fases por centrifugação a 12000 xg por 10 min, em 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente com 

micropipeta, com as pontas das ponteiras cortadas para evitar quebra do DNA, e 

transferido para uma superfície forrada com Parafilm “M” (American National Can™) 

para ser misturado, também cuidadosamente, com 0,2 volumes de tampão de 

corrida (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 50% e Tris- HCL 50mM pH 8,0(Gibco 

BRL). A preparação de DNA foi então acondicionada em slots construídos em géis 

de agarose 0,8% (Gibco BRL), em sistema horizontal para eletroforese, e 

submetidos, aproximadamente, a 6V/cm. 

Utilizamos como marcadores de pesos moleculares DNA plasmidial da cepa 

de Escherichia coli R861, cujas bandas têm pesos moleculares de 147 Kb, 63Kb, 

35,9 Kb e 7 Kb. 

Os géis foram corados em solução de brometo de etídio (0,5 g/ml), 

descorados em água destilada, analisados em transiluminador UV, fotografados e 

registradas em sistema de fotodocumentação EDAS 120 (Kodak). As condições das 

corridas do gel foram de 55 Volts e 45 mA.   
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 O DNA plasmidial também foi extraído pela metodologia de Midi-preparação 

para a obtenção de grandes quantidades de plasmídio, para os experimentos de 

transformação foi realizada por método descrito por Sambrook & Russel (2001) e 

Birnboim & Doly (1979). As cepas suspeitas foram cultivadas em 2ml de meio Luria-

Bertani (LB), contendo Ampicilina 50µg/ml, incubadas sob agitação constante 

(300rpms) por 16 horas a 37ºC. Após o crescimento as células foram coletadas por 

centrifugação a 10000 xg por 20min a 4ºC. O pellet foi ressuspenso em 100µl de 

25mM Tris HCL (Sigma) pH8.0 contendo 10mM EDTA (Merck, Darmstadt, DE) e 

50mM de glicose (Merck). Em seguida, foram adicionados 200µl de NaOH (Merck) a 

0,2 N em 1% de dodecilsulfato de sódio (SDS-Sigma). Após homogeneização por 

inversão, foram adicionados 150µl de acetato de potássio (Merck) a 3M (pH 4,8). 

Após homogeneização, foram misturados 150µl de clorofórmio (Merck). Após 

cetrifugação por 3 min, a fase aquosa foi transferida para outro tubo, o qual foi 

acrescido de dois volumes de etanol absoluto (Merck) a temperatura ambiente e 

deixado em repouso por 2min, para que ocorresse a precipitação do DNA. Após 

centrifugação (12000 x g) por 5 minutos, o sedimento foi lavado com etanol 70% 

(temperatura ambiente), deixado secar e em seguida ressuspenso em 50µl de 10mM 

Tris.HCL (pH 8,0 e 1mM EDTA (TE, pH8.0). Após o tratamento com 0,5µL de RNase 

(10mg/ml por 5 min a 37ºC), o material foi fervido e analisado através da eletroforese 

em gel de agarose 1%.  

            

2.7.2.2 Preparo das células eletrocompetentes 

 

A amostra bacteriana empregada para o procedimento de eletroporação: a 

cepa DH5α foi cultivada em 5ml de meio LB em frasco erlenmeyer de 50ml a 37ºC 

overnight sob agitação moderada (200 rpm). Após crescimento uma alíquota de 1ml 

da cultura foi inoculada em 100ml de meio LB estéril. Após novo cultivo sob as 

mesmas condições e até a obtenção de turvação equivalente a uma absorbância de 

0.5 a 0.6 em comprimento de onda de 600nm (espectrofotômetro B295II, Micronal, 

Rio de Janeiro), as células foram submetidas ao banho de gelo por 10 minutos e, 

subsequentemente,  transferidas para tubos cônicos (Falcon de 50ml) previamente 

resfriados e os microrganismos centrifugados a 3.200 x g por 20min a 2ºC, em 

centrífuga refrigerada CL3R (IEC). O sedimento foi ressuspenso em água 
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deionizada milliQ gelada no mesmo volume da cultura original (100ml). Após mais 

dois procedimentos de centrifugação nas mesmas condições, o sedimento foi 

ressuspenso em 100mL água deionizada adicionada de 8mL de glicerol a 10%. 

Após adicional processo de centrifugação por 20 minutos, igual quantidade de uma 

solução de glicerol a 10% foram adicionados ao sedimento. A suspensão final de 

células competentes foi aliquotada em volumes de 100µl, submetidas ao 

congelamento rápido em gelo seco e álcool e estocadas imediatamente em freezer – 

70ºC. 

 

2.7.2.3 Transformação de bactérias por eletroporação  

 

           Para a realização do procedimento de eletroporação foi adicionado 1µl da 

solução contendo plasmídio extraído das amostras de enterobactérias isoladas de 

bolsa periodontal apresentando resistência múltipla aos beta-lactâmicos. Os 

produtos obtidos a partir das reações de ligação eram utilizados nas transformações 

de bactérias pelo método de eletroporação realizado com o auxilio do eletroporador 

(Gene Pulser II Electroporation System- Bio- rad Laboratories), programado para um 

voltagem de 2.5KV, 25µFº e um pulso de 200Ω. 

Após programado o aparelho, adicionou-se 1µl da reação de ligação ou do 

plasmídio de interesse em 40µl de E.coli DH5α eletrocompetente. A mistura era 

transferida para uma cubeta de eletroporação de 0,2cm previamente gelada e então 

submetida ao pulso desejado. Imediatamente após  aplicado o pulso, adicionou-se 1 

ml de meio SOC e transferia-se todo o conteúdo  para um tubo cônico de 

polipropileno (Falcon) de 15 ml, seguindo-se incubação por 60 min a 37ºC com uma 

velocidade de 200 x g. Após esse período de incubação o material era centrifugado 

a 14000 x g por 1min em microcentrífuga (Eppendorf- 5415 C) e o  precipitado 

ressuspenso em parte do sobrenadante  era semeado em placas de meio LB-ágar 

suplementado com (ampicilina  100µg/µL ou canamicina 40 µg/µL), segundo o 

interesse. As placas incubadas a 37ºC por 24horas eram analisadas posteriomente. 

As colônias transformantes foram analisadas e utilizadas nos experimentos 

(Hanahan, 1983; Maier et al., 2004). 
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2.7.2.4 Transformação bacteriana pelo cloreto de cálcio (CaCl2) 

 

As amostras de enterobactérias previamente selecionadas foram semeadas 

em 2.0 mL de meio LB líquido 18 horas. inocular 500 µL desta cultura em 50 mL de 

meio LB líquido no Erlenmeyer de 250 mL e observar o crescimento até a 

concentração de células alcançar 108 células/mL (DO600 ~ 0.1).   

  Transferimos assepticamente a cultura para um tubo de centrífuga de 

polipropileno e centrifugar por 10 min. a 4.000 x g a 4ºC, decantar o sobrenadante 

das células e ressuspender em 10 mL de 0,1 M de CaCl2 gelado e centrifugar por 10 

min. a 4.000 x g  a 4ºC. Decantar o sobrenadante e deixar o tubo invertido por 1min 

para drenar o resto do fluido, ressuspender as células em 2mL de 0,1M de CaCl2  

gelado,transferir para tubos de microcentrífuga alíquotas de 200 µL da suspensão de 

células e  adicionar o DNA a ser inserido na bactéria (uma fração ou todo o produto 

de uma reação de ligação por exemplo). Incubar as células por 30 min. em banho de 

gelo e transferimos as células para um banho-maria a 42ºC por 90 segundos. 

Retorná-las para um banho de gelo e incubá-las por cerca de 2 min. Adicionamos 

800 µL de meio SOC a cada um dos tubos de microcentrífuga contendo as 

bactérias.Incubar as culturas por 45 minutos num agitador à 37ºC, centrifugamos os 

tubos em microcentrífuga a 14.000 x g  / 1 min. 

Descartamos o sobrenadante e transferimos o volume apropriado de cultura (até 200 

µL) para placa de Petri contendo meio SOB-ágar (com 20 mM de MgSO4) com o 

antibiótico apropriado.  

 

2.8 Pesquisa dos genes codificadores de Β-lactamases por PCR 

 

A pesquisa molecular da produção de β-lactamases foi realizada através da 

técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR), de acordo com a metodologia 

descrita por Hasman (2005). As amostras previamente selecionadas foram 

semeadas em Müller Hinton contendo 100µg/mL de Ampicilina (Sigma).  
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2.8.1 Extração do DNA bacteriano por lise térmica 

 

As amostras foram semeadas em agar CLED e incubadas a 35±2oC por 18-

24h. Ao término deste período, uma colônia isolada foi semeada em 3mL de caldo 

BHI. Após incubação a 35±2oC por 18-24hors, 200μL do crescimento bacteriano 

foram adicionados a 1,8mL de água destilada (1:100) para a leitura da absorbância 

(D.O.) em espectrofotômetro (B295 II Micronal, SP, Brasil) em comprimento de onda 

de 580nm. As suspensões foram ajustadas para a obtenção de turvação equivalente 

a D.O. = 0.2 e então distribuídas em microtubos nos volumes de 100 µL. Após 

centrifugação por 2 min a 12.000 x g o sedimento foi ressuspenso em 1200μL de 

água deionizada estéril e a suspensão submetida ao banho fervente (100ºC) por 10 

min. Após nova centrifugação por 30s a 12.000 x g. O sobrenadante contendo o 

DNA bacteriano obtido por lise térmica foi estocado em microtubos e utilizado como 

molde para as reações de amplificação em cadeia da polimerase. 

 

2.8.2 Reação em cadeia da polimerase – PCR 

 

As reações de PCR foram realizadas pela utilização dos iniciadores da marca 

Invitrogen (Carlsbad, California, USA), direcionados para a detecção dos seguintes 

genes codificadores de β-lactamases: blaTEM, blaSHV, blaCTX, blaCMY-2. e Tn5/Tn2; 

Tn3/Tn4. As seqüências dos iniciadores e os pesos moleculares dos produtos 

amplificados são mostrados na Tabela 2.  

A mistura da reação, composta de uma solução com volume de 25L, contém: 

1L de DNA alvo (retirado da solução de 50 L TE com uma colônia da 

amostra),0,75µl MgCl2 (1,5 mM), 2,5l da mistura de DNTP (DATP, DTTP, DCTP 

e DGTP) (CENTBIOT enzymes, Rio Grande do Sul, BR), 2,5µl do tampão 10X de 

reação do PCR (PCR buffer- Tris-HCL 100mM PH 8,3; KCL 500Mm) (CENTBIOT 

enzymes),13 L de água miliQ e 0,25µl de Taq DNA polimerase (CENTBIOT 

enzymes), 2,5µl de cada oligonucleotídeo iniciador. 

    Em todos os ensaios, tanto o DNA molde quanto à mistura da reação foram 

manipulados em condições assépticas em áreas distintas, mantidas separadas para 

evitar contaminação das soluções com ácidos nucléicos. Para o primers TEM e SHV 

foram utilizados como controle positivo a cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC 
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700603 e para os primers TN5;TN4;TN2;TN3; foi utilizado como controle positivo 

Eclo P99 (E.cloacae) e para o primer CTX-M-1 foi utilizado como controle positivo a 

cepa de S.shagasi CTX-M-3. A mistura dos componentes da reação foi distribuído 

em eppendorfs previamente identificados. As reações foram conduzidas à 

Termocicladora (Mastercycler-Eppendorf, Alemanha). As condições da 

termocicladora variam de acordo com o primer utilizado. A tabela 3 mostra as 

condições das reações conduzidas em termocicladora para cada primer. Ao término 

das reações, os produtos de amplificação, foram retirados da termocicladora e 

mantidos em gelo. Os amplicons obtidos após as reações de amplificação foi 

misturado delicadamente ao corante Dye for gel (0,25% Azul de Bromofenol, 30% 

Glicerol, PH=8,0, 1M Tris) na proporção 1:6. Os produtos de amplificação foram 

separados em gel de agarose ( Gibco BRL, New York, USA) a 2%. Os produtos de 

amplificação em tamanho molecular esperado foram comparados com o marcador 

de peso molecular o 1Kb plus DNA ladder (Gibco-BRL, Gaithersburg, Md). O gel foi 

submetido a corrente elétrica de 100V, por aproximadamente 60min. Após este 

período foi corado com solução de brometo de etídeo (0,5µl/ml) e descorado em 

água destilada. Os géis foram documentados com auxílio do sistema de 

fotodocumentação EDAS 120. 
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Tabela 2 - Primers e seqüências utilizados para realização da técnica de PCR 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Gene         Iniciador e Seqüência (5’→ 3’) 
Produto 

amplificado 
(pb) 

Referencias 

blaTEM      5’-TTG GGT GCA CGA GTG GGT TA-3’ 503pb Arlet & Philipon, 
1991 

          5’-TAA TTG TTG CCG GGA ACC TA-3’   

    
blaSHV          5’-TCG GGC CGC GTA GGC ATG AT-3’ 625pb Arlet & Philipon, 

1991 
          5’-AGC AGG GCG ACA ATC CCG CG-3’   
    

blaCTX-M-1          5’- GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC-3’ 
 
         5’- AGC CGC CGA CGC TAA TAC A -3’ 

499pb Pitout et al.,       
2004 

    

    
    

   blaSPM-1    

 

 

         5’-CCT ACA ATC TAA CGG CGA CC-3’ 
 
         5’-TCG CCG TGT CCA GGT ATA AC- 3’ 

593 pb Gales et al., 
2003 

    

blaIMP-1 

 
 
 
blaCMY-2  

 
 
 
 

blaTN-5  

 
bla TN-2 

  
bla TN-3 

 
bla TN-4 

         5’-CTA CCG CAG CAG AGT CTT TGC-3’ 
 
         5’-CTA CCG CAG CAG AGT CTT TGC-3’ 

 
         5’- GCACTTAGCCACCTATACGGCAG-3 
 
         5’- GCTTTTCAAGAATGCGCCAGG-3’ 

 
 

         5’- CGT TTG TCA GGC ACA GTC AAA TCC-3’ 
 
         5’- TTC CAC TGC GGC TGC CAG T-3’ 
 
         5’- CGG ATG AGG TCA CGG ATA ACG CC-3’ 
 
       5’-TTA CTG TAG CGC GTC GAG GAT ATG G-3’ 

648 pb 
 
 
 

758pb   
 
 
 
 
 

576pb 
 
 
 
                                                       

Senda et al., 
1996 

 
 
    Hasm et al.,    
,       2005 
 
 
 
 
 
    Aida Duarte   
    et  al., 2003 
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Tabela 3 - Condições da termocicladora para realização da técnica de PCR 

 
Primer                 Condições da Termocicladora 
 

blaTEM                                       

94ºC(10min),94ºC(2min),54ºC(1min),72ºC(2min)35ciclos 72ºC(7min) 

blaSHV 

94ºC(10min),94ºC(2min),60ºC(1min),72ºC(2min)35ciclos 72ºC(7min) 

blaCTX-M-1 

98ºC(2min),94ºC(1min),55ºC(1min), 72ºC(1min)30ciclos 72ºC(10min) 

blaTN5/TN2/TN3/TN4 

  94ºC(3min),94ºC(1min),63ºC(2min),72ºC(2min)35ciclos 72ºC(8min) 

blaCMY-2 

94ºC(3min),94ºC(1min),58ºC(1min),72ºC(1min)25ciclos, 72ºC(10min) 

blaSPM-1                     

95ºC(5min),95ºC(1min),53ºC(1min),68ºC(1min)30ciclos 68ºC(7min) 

blaIMP-1 

95ºC(2min),94ºC(1min),60ºC(1min),72ºC(1min)33CICLOS 72ºC(7min) 
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3 RESULTADOS  

 

3.1 Isolamento de enterobactérias de lesões periodontais 

 

O estudo anterior demonstrou o isolamento de enterobactérias em 20% da 

população investigada, não ocorrendo prevalência de isolamento relacionado ao 

gênero, conforme o 1º trabalho publicado (Gonçalves et al., 2007 – Anexo 1). As 

espécies encontradas nas bolsas periodontais de pacientes de periodontite crônica 

incluíram: Enterobacter cloacae (43,75%), Serratia marcescens (31,25%), Klebsiella 

pneumoniae (6,25%), Enterobacter aerogenes (6,25%), Enterobacter agglomerans 

(6,25%) e Citrobacter freundii (6,25%). Os perfis dos isolados estão descritos na 

Tabela 4. 

 

3.2 Atividades enzimáticas 

 

 Através ensaios de degradação de substratos em meios de cultivo, foi 

possível observar a atividade hidrolítica sobre substratos diversos, representando a 

capacidade das cepas clínicas de degradar proteínas de matriz tecidual (induzindo 

ativação celular e, portanto remodelação tecidual), proteínas séricas (formação de 

peptídeos apresentando natureza inflamatória), lipídeos de membrana celular 

(causando danos a integridade da membrana das células hospedeiras) e sobre o 

DNA (induzindo a geração de oligonucleotídeos com natureza inflamatória após 

interação com receptores Toll-like) (Tabela 4). 

 Conforme observado na Tabela 4, quando levados em consideração os três 

substratos de natureza protéica (caseína, gelatina e elastina), foi possível observar 

que apenas duas cepas clínicas (PcOM37 e PcOM46) não exibiram atividades 

proteolíticas. A atividade proteolítica sobre a caseína foi evidenciada apenas para as 

espécies K. pneumoniae e S. marcescens, com respectivamente 1 e 5 isolados, com 

um total de 37,5% (6/16). A atividade proteolítica sobre a gelatina foi observada para 

a maioria das amostras (87,5%). A atividade elastolítica foi evidenciada apenas para 

duas (12,5%) cepas de enterobactérias isoladas: K. pneumoniae (PcOM19) e E. 

cloacae (PcOM17). 
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Tabela 4- Atividades enzimáticas e perfis de resistência aos antimicrobianos das 
amostras de diferentes espécies de enterobactérias isoladas de bolsas periodontais de 
pacientes com periodontite crônica 

 Atividade enzimática para os substratos 

Espécies / amostras/ 
resistência aos antimicrobianos 

Caseina Gelatina Elastina Tween Lecitina DNA 

 Atividade enzimática para os substratos 

Espécies / amostras/ 
resistência aos antimicrobianos 

Caseina Gelatina Elastina Tween Lecitina DNA 

       
Enterobacter cloacae       

PcOM 46 
AMP, AMC, ATM, CAZ, CRO, TET 

- - - - - - 

PcOM 5 
AMP, AMC, GM 

- + - - - - 

PcOM 25 
AMP, AMC, AM  

- + - - - - 

PcOM 26 
TET, CM 

- + - - - - 

PcOM 17  
AMP, AMC 

- + + - - - 

PcOM 15  
AMP, AMC 

- + - - - - 

PcOM 37 
AMP, AMC 

- - - - - - 

       
Serratia. marcescens       

PcOM 63 
AMP, AMC, TET, STX, CM 

+ + - + + + 

PcOM 68 
AMP, AMC, GM, AM 

+ + - - + + 

PcOM 77 
AMP, AMC, TET 

+ + - - + + 

PcOM 69 
AMP, AMC 

+ + - - + + 

PcOM 75 
AMP, AMC 

+ + - - + + 

       
Enterobacter agglomerans       
PcOM 23 
AMP, AMC, CM 

- + - - - - 

       
Klebsiella pneumoniae       

PcOM 19 
AMP, STX 

+ - + - - - 

       
Enterobacter aerogenes       

PcOM 1 
AMP, AMC 

- + - - - - 

       
Citrobacter  freundii       
PcOM 7.3 
AMP 

- + - - - - 

Antibióticos: AMP: ampicilina; AMC: amoxacilina + ácido clavulânico; AM: amicacina; ATM: aztreonam; CAZ: 
ceftazidima; CRO: ceftriaxone; CM: cloranfenicol; GM: gentamicina; STX: sulfametoxazol + Trimetoprim; TET: 
tetraciclina. Todas as amostras foram sensíveis ao Imipenem.  
Todas as amostras foram β-hemolíticas para hemácias de carneiro 
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 A atividade de lipase, representada pela degradação do Tween 80, foi 

evidenciada apenas para a amostra S. marcescens PcOM63. Entretanto, a atividade 

de lecitinase foi observada apenas para as cepas da espécie S. marcescens.  

 A atividade hidrolítica sobre o DNA foi observada apenas para os isolados da 

espécie S. marcescens. 

 A cepa S. marcescens PcOM63 foi a que apresentou maior atividade 

hidrolítica sobre os substratos diversos, enquanto as cepas E. cloacae PcOM37 e 

PcOM46 foram aquelas que não expressaram atividades hidrolíticas sobre quaisquer 

dos substratos. Conforme observado na Tabela 4, não foi possível estabelecer uma 

correlação entre a produção enzimas hidrolíticas e a resistência aos antimicrobianos. 

Apesar da amostra S. marcescens PcOM63 ter sido a cepa que apresentou maior 

padrão de resistência múltipla acompanhada do maior espectro de expressão de 

enzimas hidrolíticas, a cepa E. cloacae PcOM46 foi a que mais apresentou 

resistência aos antibióticos da classe dos beta-lactâmicos, com menor expressão de 

enzimas hidrolíticas sobre os substratos testados. 

 

3.3 Sensibilidade aos antimicrobianos 

 

Os resultados relativos à resistência aos agentes antimicrobianos das 

amostras de enterobactérias oriundas de bolsas periodontais avaliadas através do 

teste de difusão em agar estão apresentados na Tabela 4. Foi observado que a 

maioria das amostras de enterobactérias apresentou resistência à ampicilina (15/16 

(93,75%)) e amoxacilina/clavulanato (14/16 (81,25%)). Apenas a amostra de E. 

cloacae PcOM26 foi sensível a ampicilina. As amostras C. freundii PcOM7.3 e K. 

pneumoniae PcOM19 apresentaram resistência à ampicilina e sensibilidade à 

associação ampicilina+ácido clavulânico, sendo sensíveis a todos os outros β-

lactâmicos.  

Uma amostra de E. cloacae (PcOM46) foi resistente às penicilinas, 

cefalosporinas e aztreonam, sugerindo a expressão de uma beta-lactamase de 

amplo espectro (ESBL). As cepas que apresentaram sensibilidade intermediária 

foram consideradas resistentes. Todas as amostras, independente da espécie foram 

sensíveis ao imipenem.  
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Foi verificado que 09 das 16 amostras (56,25%) isoladas das lesões de 

periodontite crônica apresentou resistência múltipla para duas ou mais classes de 

agentes antimicrobianos (Tabela 4). 

 As amostras das espécies E. cloacae (04), S. marcescens (03), E. 

agglomerans (01) e K. pneumoniae (01) apresentaram nove perfis de multi-

resistência diferentes. Os maiores níveis de multirresistência foram observados para 

as amostras E. cloacae PcOM46 e S. marcescens PcOM63. Apenas a amostra E. 

cloacae PcOM26 expressou multirresistência, sendo sensível a todos os -

lactâmicos testados. No presente estudo, não foi possível correlacionar a expressão 

fenotípica da resistência múltipla aos agentes antimicrobianos com as atividades 

enzimáticas para os diferentes substratos testados. As cepas de S. marcescens 

foram aquelas que expressaram maior grau de resistência múltipla e de atividade 

enzimática para substratos diversos (Tabela 4). 

 Devido ao fato da alta freqüência de detecção de resistência das cepas 

incluídas no estudo aos antimicrobianos das classes dos β-lactâmicos, foi realizada 

a determinação das concentrações inibitórias mínimas (CIM) aos antimicrobianos 

desta família. Os valores relativos às CIM dos β-lactâmicos das amostras 

selecionadas em função da resistência aos diferentes fármacos estão expressos na 

Tabela 5. Dentre as cepas testadas que apresentaram resistência nos testes de 

difusão em agar, a resistência à ampicilina (valores >64μg/mL) foi confirmada 

através da determinação das CIM. A cepa E. cloacae PcOM26 sensível à ampicilina 

pelos testes de difusão em agar apresentou padrão de sensibilidade similar ao da 

cepa controle (E. coli ATCC 25922). 

 Todas as cepas da espécie E. cloacae apresentaram resistência à 

cefalosporina cefoxitina (MIC >64μg/mL), exceto a PcOM26 (MIC=32μg/mL). Tem 

sido descrito na literatura, que esta cefalosporina induz a expressão da β-lactamase 

do tipo AmpC, de natureza cromossomial na espécie E. cloacae em especial em 

isolados de processos infecciosos de natureza hospitalar. 

Como esperado, a maior parte das amostras bacterians foi sensível à 

cefalosporina de terceira geração ceftazidima exceto as cepas PcOM46 e PcOM5, 

que apresentaram resistência ao quimioterápico. 
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O padrão de resistência à ceftazidima e à cefalosporina de 4ª geração, 

cefepime com valores para CIM acima de 8μg/mL (para a última), expressos pela 

cepa PcOM46, sugere a expressão de β-lactamase de espectro estendido. Todas as 

cepas, incluindo as amostras de E. cloacae, que apresentaram resistência à 

cefoxitina foram testadas fenotipicamente quanto a expressão de β-lactamases 

(AmpC e outras ESBL). 

 

3.4 Expressão fenotípica de β-lactamases 

 

 Devido à expressão de resistência a mais de um antibiótico β-lactâmico por 

quatro cepas: duas E. cloacae (PcOM5 e PcOM 46) e duas de S. marcescens 

(PcOM63 e PcOM68) foi realizada a análise fenotípica para β-lactamases divesas. 

Tabela 5 - Determinação das concentrações inibitórias mínimas dos 
antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos para as cepas de enterobactérias 
resistentes à ampicilina isoladas de bolsas periodontais 

 AMP CRO CFO CAZ CEP ATM IMP 

E.coli         

25922 32µg <1µg 32 µg <1µg <1µg <1µg <1µg 

E.cloacae         

PcOM46 >1024µg >1024µg >1024µg 256µg 75µg 37,5µg 18,75µg 

PcOM5* >1024µg >1024µg >1024µg 256µg 1,17µg 9,37µg 18,75µg 

PcOM15 128µg 8µg 256µg <1µg <1µg 1,17µg 9,37µg 

PcOM17 256µg 2µg 256µg <1µg <1µg <1µg 4,68µg 

PcOm25 1024µg <1µg >1024µg <1µg <1µg <1µg 2,34µg 

PcOm26 32µg <1µg 32µg <1µg <1µg <1µg 1,17µg 

PcOM37 512µg <1µg 64µg <1µg <1µg <1µg 2,34µg 

S. marcescens        

PcOM63 512µg <1µg 32µg <1µg <1µg <1µg 2,34µg 

PcOM68 128µg 8µg 32µg <1µg <1µg <1µg 4,68µg 

K.pneumoniae        

PcOM19 128µg <1µg 8µg <1µg <1µg <1µg 1,17µg 

P.agglomerans        

PcOM23 128 µg 8µg 256µg <1µg <1µg <1µg 9,37µg 

Antimicrobianos: AMP- ampicilina, CRO- ceftriaxone, CFO- Cefoxitina, CAZ- ceftazidima, CEP- cefepime, 
ATM-Aztreonam, IMP- imipenem. 

* No decorrer dos experimentos de CIM a amostra E. cloacae PcOM5 passou a expressar resistência a 
diversos β-lactâmicos, o que não foi evidenciado durante a fase inicial dos testes de difusão em agar 
(resultados expressos na tabela 4). 
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3.4.1 Expressão de AmpC 

 

Foi observado que as amostras PcOM5 e PcOM46 apresentaram deformação 

nos halos de inibição para os antibióticos CAZ e CRO, quando o disco contendo 

cloxacilina foi adicionado em distância de 25mm (Figuras 1A e 1B). Os halos 

deformados são compatíveis com a inibição da enzima AmpC pela cloxacilina. A 

cepa controle, E. coli ATCC 25922 não apresentou distorções nos halos de inibição 

(Figura 1C). 

A expressão da enzima AmpC foi confirmada através do teste de Hodge 

modificado. Foi observada a deformidade com o crescimento da cepa indicadora E. 

coli ATCC 25922, sensível à cefoxitina, para o interior do halo de inibição, em 

sinergismo às cepas produtoras de AmpC: E. cloacae PcOM46 e PcOM5 (Figura 1D 

(cepas 1 e 2, respectivamente)). O controle positivo utilizado a cepa E. cloacae 

Fiocruz P99 (Figura 1D – cepa 3) comportou-se da mesma forma que as cepas 

isoladas de bolsa periodontal. As outras amostras isoladas de bolsas periodontais 

não foram capazes de produzir a enzima AmpC (Figura 1E, cepas 4, 5 e 6). 

Os testes de aproximação dos discos de cefoxitina e ceftriaxona também 

demonstraram a produção de AmpC pelas cepas E. cloacae PcOM46 e PcOM5. A 

deformação do halo de sensibilidade à ceftriaxona quando da aproximação do disco 

de cefoxitina, tendo em vista o estímulo à produção de AmpC, foi verificada pela 

formação de uma elipse em forma da letra D (Figura 1F). 

Todas as outras amostras da espécie E. cloacae isoladas de bolsas 

periodontais foram sensíveis às cefalosporinas de segunda, terceira geração e 

quarta geração, com exceção da cefoxitina (indutor de AmpC), sugerindo que as 

amostras ainda não expressam ou não possuem os genes de AmpC. 

 

3.4.2 Expressão de ESBL 

 

 Os testes fenotípicos para a produção de beta-lactamase de espectro 

estendido utilizando os discos combinados, conforme preconizado pelo CLSI, não 

foram capazes de detectar a presença de ESBL pelas amostras multirresistentes 

analisadas. Não ocorrendo o aumento de sensibilidade para as associações 

ceftazidima/ácido clavulânico (30/10µg) e cefotaxima/ácido clavulânico (30/10µg), 
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quando comparadas com a utilização dos discos contendo ceftazidima (30 µg) e 

cefotaxima (30µg), respectivamente. 

Os testes de aproximação dos discos laterais de ceftazidima (30µg) e 

aztreonam (30µg), e amoxacilina/ácido clavulânico (30/10µg) também não foram 

capazes de detectar a presença de ESBL para as cepas PcOM46 e PcOM5 (Figuras 

2A e 2B) 

A técnica de disco duplo modificado, entretanto, foi capaz de detectar ligeira 

deformação do halo de inibição da ceftazidima com sinergismo para 

amoxacilina/ácido clavulânico para a amostra PcOM46, sugerindo a expressão de 

uma β-lactamase de espectro estendido (Figura 2C). As outras amostras, incluindo a 

cepa PcOM5 (Figura 2D), não expressaram deformações nos halos de inibição, 

sugerindo a ausência de expressão de β-lactamases de espectro estendido. 

Os ensaios de detecção da expressão de metalo β-lactamases (MBL) 

demonstraram que somente a amostra PcOM 46 apresentou resultado positivo. Foi 

observada a distorção do halo de inibição do crescimento da cepa na região onde 

houve a difusão do agente quelante MPA e EDTA na interseção dos discos 

contendo ceftazidima e imipenem (Figura 2E). 
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Figura 1 – Detecção fenotípica de AmpC 
 
Testes de aproximação de discos. As cepas(E.cloacae)PcOM 46(A);(E.cloacae); PcOM5(B) e 
controle negativo E coli ATCC 25922(C). A cloxacilina é um inibidor da enzima AmpC. A deformação 
dos halos é observada apenas para as cepas PcOM46 e PcOM5 (setas).  
 
 Testes de Hodge modificado.  As cepas PcOM46(1D-1); PcOM5(1D-2) e o controle positivo E. 
cloacae (Fiocruz P99(1D-3). 1E: ausência de deformação dos halos pelas cepas E. cloacae PcOM15 
(1E-4), E.cloacae PcOM25 (1E-5) e E.cloacae PcOM37(1E-6).  
 
Teste de Indução AmpC. A indução da produção de AmpC promove a zona de achatamento entre os 

halos. Sugere a detecção de uma enzima AmpC(E.cloacae) PcOM 46(1F). 
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Figura 2 – Detecção fenotípica de ESBLs. Testes de aproximação de discos. As 
amostras E.cloacae PcOM 46(2A), E.cloacae PcOM5(2B). Ausência de sinergismos 
entre os halos. 
Teste duplo modificado. As cepas E.cloacae PcOM5(2C); E.cloacaePcOM46(2D), respectivamente. A 
seta indica a deformação do halo para a associação amoxacilina/ácido clavulânico pela cepa E.cloacae 
PcOM46, sugestivo de expressão de uma ESBL.  
Detecção Metalo-β-lactamase(2E). Deformação dos halos de inibição com surgimento de sinergismo 
entre os discos contendo ácido mercaptopropiônico (MPA) e ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 
apenas para a cepa E.cloacae PcOM46. A cepa P. aeruginosa SPM166 foi utilizada como controle 
positivo. 
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3.5 Detecção de plasmídios 

 

Devido ao fato de algumas beta-lactamases em especial as ESBL poderem 

ser codificadas por plasmídios, foi realizada a pesquisa de plasmídios nas cepas 

isoladas de bolsas periodontais que apresentaram resistência amplificada aos β-

lactâmicos. 

 A figura 3 mostra a migração eletroforética em gel de agarose dos DNAs 

plasmidiais extraídos das amostras de interesse, além dos marcadores de pesos 

moleculares da cepa R 861 (cepa que contém plasmídios de pesos moleculares 

conhecidos) e da cepa  E. coli  K12 R23 utilizada como controle negativo sem 

plasmídios (cepa vazia). As amostras PcOM5, PcOM46 e PcOM63 apresentaram 

plasmídios de diferentes pesos moleculares. 

 

3.6 Pesquisa de expressão de beta-lactamases de natureza plasmidial 

 

Com o intuito de analisar se a resistência microbiana aos beta-lactâmicos era 

passível de ser transferida por plasmídios, experimentos de transferência plasmidial 

foram realizados envolvendo amostras isoladas de bolsa periodontal, portadoras de 

plasmídios de diversos pesos moleculares, e a cepa indicadora sem plasmídio. Os 

experimentos de conjugação não detectaram a transferência de plasmídios 

codificadores da resistência aos β-lactâmicos através de plasmídios conjugativos ou 

de processos de conjugação. 

O extrato contendo o DNA plasmidial das cepas E. cloacae PcOM5 e PcOM46 

e S. marcescens PcOM63, após os procedimentos de transformação por 

eletroporação e pelo CaCl2 também não induziram a resistência aos β-lactâmicos 

pela cepa de E. coli K12 (vazia) sensível à amoxacilina e resistente à rifampicina. 

Tais resultados sugerem que a resistência aos β-lactâmicos seja de natureza 

cromossomial. 

 

3.7 Pesquisa de genes codificadores de β-lactamases através de reação em 

cadeia da polimerase 

 

A resistência aos β-lactâmicos para as diversas espécies de enterobactérias 

em especial no grupo CESP pode ser mediada por diferentes genes parte deles de 
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natureza cromossomial. As amostras foram então testadas através das reações de 

PCR, para verificar a presença de produtos de amplificação para os genes ampC, 

blaSHV, blaTEM, blaCMY-2, blaCTX-M, blaIMP-1, blaSPM-1. 

A reação em cadeia da polimerase para a presença do gene ampC revelou a 

presença de produtos de amplificação apenas para a cepa E. cloacae PcOM46. As 

demais cepas de E. cloacae não demonstraram produtos de amplificação para este 

gene. Curiosamente, a cepa E. cloacae PcOM5 expressou fenotipicamente a 

resistência do tipo ampC, não apresentou produto de amplificação para o gene nas 

condições de amplificação descritas. 

A pesquisa do gene blaSHV, uma β-lactamase de natureza cromossomial, 

descrita inicialmente em amostras de S. marcescens somente detectou amplificação 

para a cepa PcOM68. O DNA extraído por lise térmica da cepa PcOM63, que 

apresentou os maiores níveis de resistência aos β-lactâmicos, também não permitiu 

a amplificação do gene de resistência blaSHV. 

A pesquisa para os genes de β-lactamases blaCMY-2 e blaCTX-M  nas cepas 

isoladas de bolsas periodontais não lograram resultados positivos para a detecção 

destes genes codificadores de ESBL conhecidos na literatura, utilizando iniciadores 

universais. Apenas a cepa E. cloacae PcOM46 exibiu amplificação para o gene 

blaTEM, com o amplicon correspondente ao tamanho esperado (figura 6). Tais dados 

confirmam a presença de dois genes para β-lactamases distintos ampC e blaTEM, em 

cepa isolada de microbiota de sítio periodontal. 

 Apesar da cepa E. cloacae PcOM46 ter apresentado resultado fenotípico para 

a expressão de uma metalo β-lactamase, não houve amplificação do material 

genético bacteriano quando dos ensaios com os iniciadores direcionados à detecção 

dos genes MBL mais conhecidos na literatura: blaSPM-1 e blaIMP 1. 
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Figura 3 – Perfil plasmidial das amostras multirresistentes. 

 Micrografia da eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo extratos de DNA 

plasmidial de cepas de enterobactérias isoladas de bolsas periodontais. 1– cepa  E. 

coli R861 (marcador de peso molecular contendo plasmídios de pesos moleculares 

diversos); 2- cepa E. coli K12 R23 (controle negativo para a presença de plasmídios); 

3- cepa S.marcescens PcOM68; 4- cepa E.cloacae PcOM63; 5- cepa E.cloacae 

PcOM5; 6- cepa E.cloacae PcOM46. 
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Figura 4 - Gel representativo da reação de amplificação em cadeia da 

polimerase para o gene AmpC.  

Eletroforese em gel de agarose dos produtos da reação de amplificação em 

cadeia de polimerase para o gene ampC. Linha 1- 1Kb DNA Plus Ladder 

(marcador de peso molecular); linha 2- controle da reação contendo todos os 

reagentes exceto o extrato de DNA total; linha 3- controle positivo cepa E. 

cloacae Fiocruz P99; linha 4- cepa S.marcescens PcOM68; linha 5- cepa E. 

cloacae PcOM5; linha 6-  cepa E. cloacae PcOM 46. 
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Figura 5 - Gel representativo da reação de amplificação em cadeia da 

polimerase para o gene blaSHV. 

Eletroforese em gel de agarose dos produtos da reação de amplificação em 

cadeia de polimerase para o gene blaSHV.  Linha 1- 1Kb DNA Plus Ladder 

(marcador de peso molecular); linha 2- controle positivo cepa K. pneumoniae 

ATCC 703600, cepa portadora de ESBL do tipo blaSHV; linha 3- cepa S. 

marcescens PcOM68; linha 4- cepa S. marcescens PcOM 63; linha 5- 

controle da reação contendo todos os reagentes exceto o extrato de DNA 

total. 
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Figura 6 - Gel representativo da reação de amplificação em cadeia da 

polimerase para o gene blaTEM. 

Eletroforese em gel de agarose dos produtos da reação de amplificação em 

cadeia de polimerase para o gene blaTEM. Linha 1- 1Kb DNA Plus Ladder 

(marcador de peso molecular); linha 2- controle positivo cepa K. pneumoniae 

ATCC 703600, cepa portadora de ESBL do tipo blaTEM; linha 3- cepa E. 

cloacae PcOM46, linha 4- cepa E. cloacae PcOM5; linha 5-  cepa S. 

marcescens PcOM 63; linha 6- cepa S. marcescens PcOM68; linha 7- 

controle negativo E. coli K12; 8- controle da reação contendo todos os 

reagentes exceto o extrato de DNA total. 
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4  DISCUSSÃO 

  

As lesões de periodontites vêm sendo descritas como microambientes 

especiais para a colonização bacteriana, favorecendo o intercâmbio entre espécies 

microbianas associadas à evolução da doença, com o aprofundamento das bolsas 

periodontais. Análises moleculares dos sítios que apresentam periodontite crônica 

revelaram a presença significativa de grupos de microrganismos anaeróbios estritos 

designados como “complexo vermelho” (T. forsythensis, P. gingivalis e T. denticola) 

e “complexo laranja” (Fusobacterium sp., Capnocitophaga sp., Prevotella sp.). 

Também foi demonstrado que em sítios gengivais sadios ocorria o predomínio de 

espécies Gram-positivas incluindo estreptococos e actinomicetos, além de Gram-

negativos tais Veillonella parvula (Sokransky et al., 1998).  

Os estudos que investigam as associações microbianas mais freqüentemente 

observadas nas periodontites têm sido realizados através do uso de sondas de DNA 

genômico total através da técnica de “checkerboard” (Sokransky et al., 1998; 

Colombo et al., 2002). Entretanto, são poucos os trabalhos que tiveram como meta o 

isolamento e identificaram fenotipicamente outras espécies que porventura possam 

ser encontradas colonizando ou participando do estabelecimento de processos 

infecciosos periodontais. Nas investigações relativas à prevalência de 

enterobactérias em bolsas periodontais, foram observadas diferenças significativas 

em populações de diversos países. Enterobactérias foram observadas em 14% dos 

pacientes com periodontite crônica nos Estados Unidos, enquanto na República 

Dominicana e no Sudão as freqüências de isolamento foram 67% e 92%, 

respectivamente (Slots et al., 1991; Ali et al., 1994). No Brasil no estudo conduzido 

anteriormente em nosso laboratório (Gonçalves, 2005) foi observado o isolamento 

de 16 (20%) amostras de enterobactérias a partir de material colhido de bolsas 

periodontais de  pacientes portadores de periodontite crônica: Enterobacter cloacae 

(43,75%), Serratia marcescens (31,25%), Klebsiella pneumoniae (6,25%), 

Enterobacter aerogenes (6,25%), Enterobacter agglomerans (6,25%) e Citrobacter 

freundii (6,25%). Ao contrário do observado por outros autores (Barbosa et al., 2003; 

Slots et al. 1991), apenas uma única espécie de enterobactéria foi isolada do 

material coletado (Gonçalves, 2005). 
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O papel das enterobactérias e outros microrganismos que não são 

participantes dos complexos descritos por Sokransky e colaboradores (1998) no 

contexto das doenças periodontais permanece indefinido. Isto se deve parcialmente 

ao fato de não terem sido avaliados a freqüência e o número de tais organismos nos 

sítios que apresentam formas diversas das doenças periodontais. Portanto, neste 

estudo foram investigadas questões acerca das enterobactérias isoladas de bolsas 

periodontais tais como a presença de enzimas hidrolíticas e a resistência múltipla 

aos agentes antimicrobianos. Quanto à expressão de enzimas hidrolíticas, foi 

possível observar que as enterobactérias isoladas de bolsas periodontais 

expressaram enzimas capazes de degradar substratos diversos. 

As bolsas periodontais contêm, além dos produtos celulares, o fluído gengival 

rico em proteínas derivadas do plasma humano, incluindo anticorpos e proteínas do 

sistema complemento. Diversos microrganismos são capazes de produzir proteases 

que contribuem para a aderência, aquisição de nutrientes, invasão e dano tecidual 

(Saglie, 1991; Nakamura et al., 1991; Pemberton et al., 1997). Proteases elaboradas 

por periodontopatógenos tal como a P. gingivalis são capazes de degradar 

anticorpos humanos da classe das IgG, proteínas do complemento, além de 

proteínas da matriz extracelular dentre elas o colágeno humano (Nakamura et al., 

1991). Proteases de P. gingivalis, designadas atualmente como gingipaínas, são 

liberadas no ambiente junto com outros fatores de virulência como p.ex. LPS 

(Kamaguchi et al., 2004). A gingipaína é capaz de modificar as propriedades de 

adesão intercelular de células endoteliais através da degradação de caderinas e 

integrinas, além de induzir apoptose (Sheets et al., 2005).  

As serina-proteases com atividade de sobre a caseína têm sido apontadas 

como fatores de virulência principais em espécies de Aeromonas e, quando 

purificadas e inoculadas por via intradérmica em camundongos apresentam a 

capacidade de aumentar a permeabilidade vascular (Yokoyama et al., 2002; Esteve 

& Birkbech, 2004). Além de atuarem na aquisição de nutrientes, através da 

degradação de proteínas em aminoácidos, as caseinases teriam a capacidade de 

degradar diversas moléculas envolvidas na imunidade inata, incluindo proteínas do 

sistema complemento. Portanto, as caseinases produzidas por amostras de K. 

pneumoniae e S marcescens poderiam participar do dano tecidual em conjunto com 

outros fatores presentes no ambiente da bolsa periodontal. 
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A atividade proteolítica sobre o substrato gelatina foi apresentada pela maioria 

das amostras de enterobactérias, incluindo Enterobacter sp. A liquefação da gelatina 

bovina é freqüentemente utilizada para a caracterização de colagenases 

bacterianas. O colágeno do tipo I é um dos mais abundantes componentes da matrix 

extracelular, sendo relativamente resistente à clivagem proteolítica direta por 

proteases endógenas e exógenas. Dentre as proteases endógenas capazes de 

degradar o colágeno, destacam-se as metaloproteases de matrix (MMP). As MMP 

são formadas como proteínas precursoras inativas que adquirem a forma ativa 

através de processamento proteolítico por enzimas tais como elastases hospedeiras 

(proveniente de leucócitos polimorfonucleares) e bacterianas (Grab et al., 1996; 

Okamoto et al., 1997; Juarez & Stinson 1999). Portanto, as gelatinases produzidas 

pelas enterobactérias isoladas de bolsas periodontais (Gonçalves, 2005), poderiam 

participar da degradação de matriz tecidual observado durante as fases de 

destruição periodontal. 

A elastina é também um componente da matriz extracelular que contribui para 

a elasticidade e resiliência de muitos tecidos, incluindo os pulmões. A produção de 

elastase tem sido apontada como um marcador de amostras invasivas de P. 

aeruginosa na etiologia das infecções do trato respiratório inferior, particularmente 

em pacientes com fibrose cística (Janda & Bottone, 1981; Beatty et al., 2005; 

Mithieux & Weiss, 2005). Duas amostras isoladas produziram elastase uma E. 

cloacae e uma K. pneumoniae. Tais espécies são isoladas com freqüência de casos 

de pneumonias comunitárias e hospitalares. Tal fato reforça os sítios periodontais 

como reservatórios potenciais de patógeno, capazes de disseminar para o trato 

respiratório inferior, conforme proposto por diversos autores (Oliveira et al., 2007; 

Luigi Nibali et al., 2009;). A atividade elastolítica também é considerada um 

marcador molecular da evolução dos processos periodontais e detectado no fluído 

gengival proveniente de sítios com periodontite crônica. A atividade elastolítica do 

fluido gengival é aparentemente liberada após a ativação de polimorfonucleares 

neutrófilos (Gustafsson et al., 1992; Ingman et al., 1994). 

As proteases microbianas não são inibidas por inibidores de proteinases do 

hospedeiro e ainda são capazes de degradá-los, o que favorece a atividade das 

cascatas de proteases do hospedeiro, que podem ser ativadas através dos 

componentes microbianos, acelerando o processo de inflamação (Maeda, 1996). 

Assim a diversidade enzimática proteolítica observada para as espécies detectadas 
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neste estudo poderia contribuir para progressão do processo inflamatório de forma 

sinérgica com os outros patógenos envolvidos nas periodontites crônicas.  

As cepas de S. marcescens (Gonçalves, 2005) foram as únicas capazes de 

produzir DNase, lipase e lecitinase. As DNases bacterianas são enzimas ativas no 

aumento da disponibilidade de nucleotídeos e portanto na captação de nitrogênio a 

partir da hidrólise de DNA. As DNases também exercem papel importante na 

disseminação bacteriana através da liquefação da secreção purulenta. Foi 

demonstrado que os neutrófilos são capazes de liberar o conteúdo dos grânulos e 

cromatina nuclear, formando redes de fibrilas capazes de aprisionar e matar 

microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. A desagregação das fibrilas de 

DNA após adição de DNases exógenas aumentou a viabilidade de Shigella flexnerii 

e S.aureus (Brinkmann et al., 2004). As DNases extracelulares de origem bacteriana 

também poderiam degradar o DNA bacteriano liberado no microambiente da bolsa 

periodontal, gerando fragmentos de DNA ricos em regiões CpG. Tais regiões ricas 

em GC poderiam ativar os receptores Toll-Like 9 (TLR-9). A inoculação intra-dérmica 

de DNA plasmidial induziu dermatites mediadas pela interação de DNA bacteriano 

com macrófagos através de tais receptores (Sawamura et al., 2005). 

As lipases e lecitinases bacterianas são enzimas com atividade de monoacil, 

diacil ou triacil-glicerolhidrolases capazes de degradar ácidos graxos e outros 

lipídeos. Evidências indicam que a lecitinase de Clostridium perfringens é um fator 

de virulência principal na mionecrose associada à gangrena gasosa em virtude do 

seu efeito deletério sobre a membrana celular do hospedeiro. A fosfolipase C é 

capaz de interferir com a regulação das vias de transdução de sinal em células 

endoteliais, plaquetas e em neutrófilos acarretando a produção exacerbada de 

mediadores intra-celulares e moléculas de adesão e portanto alterando o tráfego de 

granulócitos ao tecido infectado.  Amostras de S. marcescens têm sido isoladas de 

diversos casos de pneumonia adquirida no ambiente hospitalar, especialmente em 

neonatos (Milisavljevic et al., 2004). Devido ao fato da mucosa do respiratório inferior 

ser recoberta por surfactantes de origem protéica e lipídica (dipalmitoil-glicerol), é 

provável que a atividade lipásica e/ou lecitinásica favoreça os patógenos 

respiratórios presentes na cavidade oral durante o processo infeccioso do trato 

respiratório inferior. 

Dentre as cepas de enterobactérias isoladas de bolsas periodontais 

(Gonçalves, 2005) a espécie S. marcescens foi a que apresentou maior diversidade 



 

 

  67 

 

de atividades enzimáticas sobre os substratos testados, exceto para a elastina. As 

amostras de E. cloacae, embora tenham sido isoladas com maior freqüência, foram 

incapazes de expressar atividade enzimática para os substratos de natureza lipídica 

(tween 80 e lecitina), DNA e caseína. Entretanto, 71% delas foram capazes de 

liquefazer a gelatina e apenas uma foi produtora de elastase. 

 

Alguns estudos analisaram a resistência das enterobactérias isoladas de 

sítios da cavidade oral aos agentes antimicrobianos diversos. Entretanto, não 

existem investigações detalhadas acerca da resistência múltipla aos agentes 

antimicrobianos apresentados pela família Enterobacteriacea isoladas dos sítios da 

cavidade oral. Nesta investigação as enterobactérias apresentaram um alto padrão 

de resistência múltipla (a duas ou mais classes distintas de agentes 

antimicrobianos), através dos ensaios de sensibilidade por disco difusão.  

A resistência múltipla aos antimicrobianos constitui problema crescente,  

mundialmente, sobretudo quando relacionadas às infecções nosocomiais. 

Leverstein-vanHall e colaboradores (2003), trabalhando com amostras isoladas 

preponderantemente de hospitais com pequeno grupo controle colhido de “swab” 

retal de pacientes recém admitidos (24horas) em um  centro de neurologia, 

observaram que a resistência múltipla entre as enterobactérias não ocorreu de forma 

randômica para todos os antimicrobianos. Está fortemente associada à presença de 

integrons (elementos capazes de integrar-se às moléculas de DNA) e que o 

fenômeno é independente da espécie bacteriana e da origem de isolamento. A 

microbiota foi apontada como sendo de grande importância na disseminação dos 

mecanismos de resistência aos antimicrobianos entre os microrganismos comensais 

e patogênicos (Andremont, 2003). É provável que no contexto da microbiota 

periodontal, tais microrganismos, portando mecanismos de resistência diversos aos 

antibióticos, sejam agentes de disseminação de genes de resistência (p ex 

transposons), incluindo entre os patógenos periodontais, podendo estar relacionados 

a quadros de periodontite refratária, conforme sugerido por diversos autores 

(Seymour et al., 1991; Handal et al., 2003). Além dos quadros associados às 

periodontites refratárias, também é possível que pacientes internados, portadores de 

cepas multirresistentes em bolsas periodontais e sulcos gengivais adquiridas na 

comunidade, poderiam estar mais susceptíveis ao desenvolvimento de infecção de 

natureza endógena desenvolvida no ambiente hospitalar. 
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Os padrões de resistência aos antimicrobianos das diferentes classes, 

avaliados através da metodologia de difusão em agar, foram abordados em estudo 

anterior (Gonçalves, 2005) e os aspectos preponderantes foram discutidos no artigo 

destacado no anexo 1 (Gonçalves et al., 2007). No presente trabalho, os esforços 

foram direcionados à investigação dos mecanismos relacionados à resistência aos 

antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos.  

Foi observado um nível elevado de resistência à ampicilina (antibiótico com 

padrão de sensibilidade similar à amoxacilina), em torno de 94% (somente a cepa E. 

cloacae PcOM26 apresentou sensibilidade). Apenas 3 cepas (18,75%) mostraram-

se sensíveis à amoxacilina/clavulanato (um inibidor de β-lactamase). Resultados 

similares foram obtidos por Barbosa e colaboradores (2001), que encontraram um 

padrão de sensibilidade à amoxicilina/clavulanato de 20% (4 cepas sensíveis das 20 

isoladas de pacientes com periodontite na cidade de São Paulo). Cabe ressaltar que 

a amoxacilina é um dos antibióticos mais utilizados na clínica odontológica visando a 

prevenção das endocardites bacterianas conseqüentes à terapia dentária ou 

cirurgias orais (Dajani et al., 1997). É possível que os pulsos estabelecidos durante 

as terapias antimicrobianas direcionadas aos processos infecciosos diversos, 

incluindo processos relacionados à cavidade oral, promovam não apenas as 

propriedades seletivas, como também favoreçam a expressão de genes tanto de 

natureza cromossomial como presentes em elementos móveis.   

Sob o prisma da expressão de enzimas hidrolíticas sobre os antibióticos β-

lactâmicos, diversos microrganismos em especial: grupo CESP (Citrobacter sp, 

Enterobacter sp, Serratia sp e Providencia sp), Morganella morganii e P. aeruginosa 

são capazes de produzir a β-lactamase do tipo AmpC. Para E. cloacae, foi descrito 

que as cepas possuem um gene cromossomial, o que configura um padrão 

intrínseco de resistência através da expressão de AmpC. Entretanto, o padrão de 

resistência mediado pela AmpC não é constitutivo, isto é as amostras apresentam-

se inicialmente sensíveis às penicilinas e cefalosporinas de 2ª geração, e a 

resistência é evidenciada apenas após a introdução da terapêutica antimicrobiana 

(Flávia Rossi  et al., 2005;  Kaneko et al., 2005; Dias. et al., 2007). Nos testes de 

sensibilidade in vitro, esse padrão de resistência pode ser observado com o 

surgimento de poucas colônias resistentes no interior de grandes halos de 

sensibilidade às cefalosporinas em especial a cefoxitina, uma cefalosporina indutora 

da produção de AmpC. No presente estudo a amostra PcOM5 mereceu atenção 
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especial, pois, durante a realização dos testes de difusão em agar, foi verificada a 

sensibilidade às cefalosporinas. Após a repetição dos ensaios foi observado o 

surgimento de colônias no interior dos halos de inibição da cefoxitina e do 

ceftriaxone. As colônias do interior dos halos foram utilizadas nos experimentos 

subseqüentes para a análise da resistência (dados não mostrados). Sendo assim, a 

expressão da resistência pode ser evidenciada durante os procedimentos 

laboratoriais, de forma similar ao que ocorre in vivo durante a antibioticoterapia.  

Os experimentos realizados na tentativa de se detectar molecularmente os 

genes ampC cromossomiais de E. cloacae somente amplificaram o material da cepa 

PcOM46. Tal fato denota a necessidade de estudos mais aprofundados acerca de 

possíveis variações na seqüência dos nucleotídeos dos genes ampC, tendo em vista 

que a cepa PcOM5 expressou fenotipicamente a enzima e seu material genético não 

permitiu a amplificação pelos iniciadores utilizados nesse estudo, como observado 

para as outras cepas isoladas de lesões de periodontite crônica. 

A expressão de AmpC também pode ser mediada por plasmídios. 

Enterobactérias e outros bastonetes Gram-negativos que não possuem genes 

cromossomiais codificadores de AmpC podem adquirir resistência por enzimas 

dessa classe através da aquisição de elementos móveis.  São conhecidas diversos 

tipos de AmpC plasmidiais: CMY, DHA-1 e, mais recentemente, a MOX-4 em 

Aeromonas sp (Dallene et al., 2010; Ye et al., 2010). No início deste estudo, a CMY 

era a AmpC plasmidial mais freqüentemente detectada entre os isolados de 

processos infecciosos de natureza hospitalar, o que justificou os nossos esforços na 

pesquisa deste gene entre as amostras isoladas de bolsas periodontais. Entretanto, 

não ocorreu amplificação por PCR quando da utilização de extratos de DNA por lise 

térmica das cepas de interesse pelos iniciadores utilizados, mesmo entre as 

amostras que apresentaram plasmídios: E cloacae PcOM5, E cloacae PcOM46 e S. 

marcescens PcOM63. Apesar de outras AmpC terem sido descritas mais 

recentemente, a CMY continua sendo de grande importância na resistência das 

enterobactérias de origem hospitalar de modo que, recentemente, foram propostos 

testes de PCR multiplex incluindo este gene como alvo (Dallene et al., 2010). 

Assim como as cepas de E. cloacae apresentam a AmpC cromossomial, as 

cepas de S. marcescens podem expressar uma β-lactamase de espectro estendido 

cromossomial codificada pelo gene blaSHV. As β-lactamases do tipo SHV, ao 

contrário das AmpC, são inibidas pelos inibidores de β-lactamases (ácido 
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clavulânico). Entretanto, as SHV possuem um amplo espectro sobre penicilinas e 

cefalosporinas. No presente estudo, ambas as cepas S. marcescens PcOM63 e 

PcOM68 foram resistentes à ampicilina e à associação ampicilina/ácido clavulânico, 

apesar de haver diferenças nos halos de inibição entre os dois antimicrobianos (o 

que indica a atividade de beta-lactamase inibida pelo ácido clavulânico – ou a classe 

2 de Bush), (dados não mostrados).  Não foi observada a resistência de nenhuma 

amostra de S. marcescens isolada de bolsa periodontal aos outros β-lactâmicos, que 

não a ampicilina, tanto através da metodologia de disco difusão quanto pela 

determinação das CIM. Entretanto o produto de amplificação para o gene blaSHV foi 

observado apenas para a cepa S. marcescens PcOM68. Sendo assim, existe o 

potencial, ainda que não tenha sido observado fenotipicamente, das amostras de S. 

marcescens de lesões periodontais poderem ganhar o ambiente nosocomial a partir 

de pacientes internados e disseminar no ambiente hospitalar estabelecendo-se 

como microrganismo multirresistente aos antibióticos da classe dos β-lactâmicos. 

De forma diferente da amostra E cloacae PcOM5, a cepa E cloacae PcOM46 

demonstrou, desde o início dos experimentos,  o fenótipo de resistência aos β-

lactâmicos diversos. Isto sugere a pressão seletiva prévia sofrida por esta amostra, 

provavelmente pelo uso de β-lactâmicos, e em período superior a 6 meses antes da 

coleta de material da bolsa da paciente 46, tendo em vista que os pacientes que 

sofreram procedimento quimioterapêutico antimicrobiano 6 meses antes do início do 

tratamento periodontal foram excluídos do estudo (Gonçalves et al., 2007). Sua 

resistência às cefalosporinas de 3ª (ceftazidima) e 4ª (cefepime) gerações, além da 

resistência ao aztreonam chamou a atenção para a existência de outra(s) β-

lactamase(s) de espectro estendido. Ao realizarmos os testes para a detecção de 

ESBLs inibidas pelo ácido clavulânico, conforme metodologia preconizada pelo CLSI 

(Jarlier V. et al., 1988), a cepa PcOM46 não forneceu resultados positivos para 

outras  β-lactamases. Isto ocorreu em virtude da expressão da AmpC, enzima não 

inibida pelo ácido clavulânico (Pitout. et al., 2003; Mirelis et al., 2006). Este aspecto 

dificultou as investigações de ESBLs. Apenas em um dos testes de aproximação de 

discos foi possível observar que a cepa E. cloacae PcOM46 de fato possuía uma β-

lactamase inibida pelo ácido clavulânico. A alta freqüência na disseminação de 

genes de resistência entre as bactérias e os rearranjos destes, traz a necessidade 

de recorrer a testes genéticos para detecção de certos genes, devido a possível 

interferência na transcrição e expressão fenotípica destes podendo tornar a 
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interpretação dúbia dos testes fenotípicos (Tzelepi et al., 2000.). Outros autores vêm 

demonstrando que algumas cepas de enterobactérias podem apresentar resultado 

falso negativo no teste para a produção de ESBL com o teste de disco duplo 

(sinergismo), provavelmente pela presença na mesma cepa do gene β-lactamase e 

o gene comumente cromossomal AmpC (Szabó et al., 2005). Além disso, a 

hiperprodução de AmpC, observado por alguns isolados clínicos, mascaram outras 

ESBL (Kaneko et al., 2005). 

A amostra PcOM46 apresentou amplificação para o gene TEM, uma das 

primeiras β-lactamases descritas logo após a introdução massiva dos 

antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos durante os anos 60 (G.Arlet e  A. 

Philippon, 1991). Técnicas de epidemiologia molecular demonstram a emergência 

de outras ESBL ao longo dos últimos 20 anos entre as enterobactérias isoladas de 

infecção hospitalar, com predomino de CTX-M, SHV e CMY (Pitout, 2010; Szilágyi et 

al.,2010). Entretanto, as β lactamases do tipo TEM continuam circulando entre os 

isolados hospitalares de alguns países. O fato de detectarmos a presença dessa β-

lactamase, identificada há mais tempo, nos leva a supor que os genes para a 

enzima estejam sofrendo pressão seletiva e portanto ela seja mais comum entre os 

microrganismos presentes em microbiota humana ou adquiridos de forma 

comunitária. Recentemente, uma investigação detectou a presença de 

enterobactérias possuindo genes da ESBL CTX-M na microbiota fecal de crianças e 

seus contactantes (crianças e adultos) em Hong-Kong (China). Foi observado que o 

isolamento das enterobactérias portadoras de CTX-M foi significativamente maior em 

crianças que tinham vivido em regiões rurais por mais de 3 meses e naqueles 

submetidos a internação hospitalar por períodos curtos de tempo. A presença do 

mesmo grupo clonal nos contactantes domésticos denota a transmissibilidade das 

cepas capazes de produzir a enzima CTX-M (Lo WU, et al., 2010). Infelizmente, não 

foi possível estabelecer contato com a paciente da qual a cepa E. cloacae PcOM46 

foi isolada, para fazermos análises posteriores, acerca da manutenção da 

colonização bucal ou mesmo fecal pela amostra e nem de seus contatos 

domésticos. 

Além das enzimas mencionadas, não foram detectadas outras ESBL 

testadas, apesar da cepa E. cloacae PcOM46 ter apresentado resultados fenotípicos 

positivos para MBL. Nenhum dos isolados permitiu a amplificação de metalo β-

lactamases testadas: IMP e SPM. Outras enzimas capazes de destruir os 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lo%20WU%22%5BAuthor%5D
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carbapenems incluindo a KPC e a MBL VIM também vêm emergindo em vários 

países, incluindo no Brasil. Entretanto, os testes para detecção destas β lactamases 

em isolados da microbiota dos sítios periodontais ainda são propostas para 

investigações futuras. 

A produção de ESBLs por  enterobactérias  tem sido documentada desde da 

introdução clínica das cefalosporinas de 3ª geração. Entretanto a hiperprodução da 

enzima AmpC (cromossomal/ induzível) e de outras ESBL podem ser mediadas por 

plasmídios (moléculas de DNA extra cromossomais), capazes de serem transferidos 

entre bactérias através de conjugação bacteriana, transformação ou transdução e, 

além da resistência aos antimicrobianos, pode conter genes de resistência a metais 

pesados, a radiação ultravioleta e a bacteriófagos (Timmis et al., 1986). A 

transferência de genes de resistência pode estar envolvida com a mobilização de 

plasmídios e de blocos de genes presentes nestes e, assim, aumentar, cada vez 

mais, a mobilização e distribuição da resistência entre diferentes espécies 

bacterianas. 

A resistência aos antimicrobianos em bacilos Gram-negativos é comumente 

mediada por plasmídios R e por genes transportados em transposons e intregrons 

(Gómez-Lus,1998). Em hospitais e centros de saúde de diferentes partes do mundo 

tem sido descrita a disseminação de cepas produtoras de ESBL e a transferência de 

plasmídios que codificam e  conduzem a significativas mudanças na resistência a 

antimicrobianos no ambiente hospitalar (Espinal et al, 2004). 

No presente estudo, observamos a presença de plasmídios, nas amostras 

que apresentaram perfis MR, entretanto não foi possível comprovar a transferência, 

através dos ensaios de conjugação bacteriana, entre as cepas K12(receptora) e as 

doadoreas: PcOM5; PcOM 46; PcOm 63. Após várias tentativas de transferência 

plasmidial por diversos métodos, não foi possível comprovar a transferência, 

fenotípicamente. Permanece a sugestão de que plasmídios presentes nas cepas 

estudadas poderiam não ser conjugativos ou que o perfil de resistência apresentado 

fenotipicamente poderia ser de origem cromossomal, ou devido a presença de 

elementos genéticos móveis como integrons, transposons e/ou seqüências de 

inserção (IS). Tais elementos genéticos vêm sendo relatados na literatura como 

importantes na transferência horizontal de genes que codificam resistência a β-

lactâmicos. Analise das regiões promotoras, em bactérias produtoras de β-

lactamases transportadas em plasmídios, revelam IS móveis como, por exemplo, 
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IS26; IS903; ISEcp1, que podem desempenhar um importante papel de 

disseminação de genes ESBLs. As seqüências de inserção (IS) viabilizam a 

transferência de genes de resistência do cromossomo bacteriano para plasmídios, 

assim como o inverso. Porém, outros elementos como integrons podem estar 

implicados na transferência desses genes (Eckert et al, 2006). A resistência a 

antimicrobianos provenientes de integrons e sua associação com outros elementos 

genéticos, também envolvidos na resistência antimicrobiana, pode explicar sua 

ampla disseminação no ambiente hospitalar devido ao constante aumento da 

pressão seletiva (Schmitz et al, 2001). Os cassetes gênicos estão em contínua 

mudança dependendo da pressão seletiva dos antimicrobianos (Yu et al,2003). Uma 

diversidade de integrons codificando resistência para antimicrobianos tem sido 

relatada em diferentes ambientes e mudanças no conteúdo do cassete genético, têm 

sido descritos na vigência de pressão seletiva dos antimicrobianos (Machado et al, 

2005).  

Além do envolvimento de enzimas na resistência aos antimicrobianos da 

classe dos β-lactâmicos, outros padrões de resistência tais como as bombas de 

efluxo também têm sido observadas. Estudos detectaram cepas de Klebsiella sp. 

com alteracões das proteínas de membrana externa e, tais modificações,sugerem a 

expressão de um sistema complexo, envolvendo o efluxo dos antimicrobianos, 

contribuindo para a redução da concentração intracelular da droga. Se tal 

mecanismo ainda estiver associado à produção de β-lactamases, um efeito 

inativador da droga estaria associado ao efluxo da mesma (Bujdáková et al, 2000; 

Jacoby & Munoz-Price, 2005 Paterson & Bonomo, 2005).  O mecanismo de bombas 

de efluxo nos isolados de enterobactérias de lesões periodontais ainda não foi 

explorado até o momento. Portanto, a detecção dos diversos mecanismos de 

resistência em enterobactérias isoladas de bolsas periodontais constitui objetivo de 

investigações futuras. 

A deficiência relativa à atenção com os cuidados de higiene oral é fato comum 

em pacientes internados em UTIs, o que poderia propiciar a colonização do biofilme 

bucal por microrganismos patogênicos, especialmente por patógenos capazes de 

ganhar o trato respiratório inferior. Estudos recentes mostraram que a quantidade de 

biofilme em paciente internados em UTI, aumenta com o tempo de internação, 

paralelamente também ocorre aumento da detecção de patógenos respiratórios que 

colonizam o biofilme formado nas superfícies bucais (Scannapieco, et al., 2003). 
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Convêm lembrar que os patógenos respiratórios que colonizam o biofilme são mais 

difícies de serem debelados, uma vez que a organização em biofilme propicia uma 

proteção às bactérias, tornando-as mais resistentes aos antibióticos do que as 

bactérias planctônicas (Scannapieco, et al., 1992). Deve-se ressaltar que os 

pacientes com alteração do nível de consciência, condição comum UTI, aspira 

maiores quantidades de secreções da cavidade bucal (Fourrier, et al., 1998). A 

adoção de medidas de prevenção e controle como: lavagem de mãos, 

estabelecimento de isolamento, uso racional de antimicrobianos e o monitoramento 

da resistência são essenciais para a contenção da disseminação de cepas 

multirresistentes envolvidas em surtos e na perpetuação de genes de resistência. 

Entretanto, a cavidade oral como fonte de infecção vem sendo valorizada mais 

recentemente. Medidas de inclusão dos cirurgiões dentistas em UTIs vêm sendo 

implementadas pelos órgãos de classe para a melhoria das condições de saúde 

bucal e prevenção de infecções no trato respiratório inferior. Procedimentos de 

controle microbiano nas superfícies bucais e em tubos utilizados durante a 

ventilação mecânica (tubos orotraqueais) acompanhado da utilização de soluções de 

uso tópico com o intuito de controlar a colonização bacteriana, reduzem a gravidade 

das doenças orais (Scannapieco. et al., 2009). Muitos patógenos respiratórios, 

incluindo as enterobactérias e outros bastonetes Gram-negativos circulam em UTIs 

causando grande dificuldade de controle.  

 Na maioria das situações, os microrganismos que portam genes para a 

expressão de enzimas modificadoras de antibióticos, incluindo as β-lactamases, são 

considerados como de circulação hospitalar. A detecção de microrganismos na 

microbiota das lesões de periodontite crônica, que albergam genes para as β-

lactamases constitui aspecto importante de como cepas de circulação comunitária 

poderia ganhar o ambiente hospitalar e serem selecionadas em nível nosocomial 

pela utilização dos agentes antimicrobianos. 
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5 CONCLUSÕES 

 

A partir do isolamento e identificação das seis diferentes espécies de 

Enterobactérias a partir espécimes clínicos oriundos de bolsas periodontais dos 

pacientes portadores de periodontite crônica foi possível concluir: 

 

 As amostras de enterobactérias apresentaram diferenças qualitativas quanto à 

capacidade de expressão de atividades enzimáticas para os substratos caseína, 

gelatina, elastina, Tween-80, lecitina e DNA.  

 Um padrão de resistência múltipla (P.ex. resistência a mais de duas clases de 

antimicrobianos) foi observado para 50% dos isolados pesquisados. As atividades 

enzimáticas não foram correlacionadas com o padrão de resistência aos 

antimicrobianos. 

 Um padrão majoritário de resistência à ampicilina e à ampicilina/ácido clavulânico 

foi observado entre as amostras bacterianas. 

 Amostras de enterobactérias isoladas de bolsas periodontais expressam enzimas 

capazes de degradar os antimicrobianos da classe dos β- lactâmicos. 

 Foram detectados plasmídios nas principais cepas resistentes, mas não foi 

possível correlacioná-los com o padrão de resistência bacteriana aos β-lactâmicos. 

  Foram detectados produtos de amplificação para genes de β-lactamases 

capazes de permitir expressão de resistência bacteriana a penicilinas, 

cefalosporinas, carbapenemas e monobactâmicos.  
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APÊNDICE – Periodontal disease as reservoir for multi-resistant and hydrolytic 

enterobacterial species 
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